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Uber die synthetische Wirkung der pflanzlichen Proteasen. 


Von 
A. Blagowestschenski. 


(Aus dem pflanzenphysiologischen Kabinett der Mittelasiatischen Staats- 
universitat, Taschkent.) 


(Eingegangen am 14. Oktober 1925.) 


Der einfachste mégliche Fall einer Synthese von Aminosiure- 
molekiilen ist zweifellos die Bildung von heterozyklischen Verbindungen 
aus denselben, die dem Diketopiperazintypus angehéren. Durch Ring- 
spaltung der Piperazine entstehen verschiedene Dipeptide. Im Jahre 1915 
fand Maillard') eine einfache Methode zur Darstellung dieser Ver- 
bindungen, indem er die entsprechenden Aminosiuren mit wasser- 
freiem Glycerin bis zu 170 bis 175° erwarmte. Unter derartigen Be- 
dingungen erhielt er Leucinimid und Cycloalanylalanin. Der Versuch, 
die Erwarmung durch Fermentwirkung zu ersetzen, wurde nach einigen 
Jahren von Ravenna*) unternommen, dem es auf diese Weise gelang, 
die Synthese eines Dipeptids durch Einwirkung von pflanzlichem 
Ferment auf Asparaginsiure zuwege zu bringen. 

Die vorliegende Untersuchung beschaftigt sich mit der Wirkung 
von pflanzlichem proteoklastischem Ferment auf Aminosiuren in 
einem Glycerinmilieu. Als Fermentpriparat dienten Samen von 
Phaseolus Mungo L., die sich seit einigen Tagen im Keimungsstadium 
befanden. Sie wurden getrocknet und fein zerkleinert. 1 g des erhaltenen 
Pulvers wurde im Mérser in Anwesenheit von Toluol mit 20 g wasser- 
freien Glycerins (Kahlbaum) vermischt. Von dieser Mischung wurden 
zwei Portionen genommen, genau gewogen und nach Sérensen titriert. 
Es ergaben sich folgende Werte fiir den Gehalt an Aminostickstoff: 


1) Maillard, Arch. de Chim., Ser. IX, 8, 78 bis 120, 1915. 
2) Ravenna, Atti Reale Acad. Lincei, Ser. V., 29, 55 bis 58, 1920. 
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Ganze Mischung Aminostickstoff 
& mg 


1,6950 
1,7000 


14 
1,4 


Nach 3 Wochen wurden wiederum zwei Portionen entnommen, 
gewogen und titriert: 





: Aminostickstoff 
Ganze Mischung m - 
in der genommenen Probe in 1,7000 g 


g mg mg 


2,3050 2 1,6 
2'1750 ‘ 15 

Offenbar findet bei der Autolyse der Keimlinge von Phaseolus 
Mungo in Glycerin eine weitere Spaltung der Eiweifstoffe statt, die 
sich in einer Zunahme des Aminostickstoffgehalts auBert: jedes Gramm 
des Fermentpraparats enthielt bei Beginn des Experiments 4,1 mg 
Aminostickstoff und bei Beendigung desselben 4,6 mg. 

Im folgenden Versuch wurde das Verhalten von Leucin allein in 
Glycerinlésung studiert: 1,2610 g dieser Verbindung (Mercks Praparat) 
wurden sorgfaltig mit 23,0065 g Glycerin in Anwesenheit von Toluol 
zerrieben. Jedes Gramm dieser Mischung enthielt 0,0520g Leucin 
und 0,0055g Aminostickstoff. Titration nach Sdrensen ergab bei 
Beginn des Versuchs und nach Verlauf von 3 Wochen folgende Werte: 





J Gewicht Aminostickstoff in g 
Datum der Mischung ee er eee 
in genommener Probe in 2g 
5. VIII. ‘ nt ut | 11.15 
27. VIII. Fy ¢ 13 12 11,2 
Aus den angefiihrten Daten ist klar zu ersehen, daB der Amino- 
stickstoffgehalt unter diesen Bedingungen praktisch unverandert bleibt. 
Ganz andere Resultate ergaben sich bei gleichzeitiger Anwesenheit 
von Leucin und pulverisierten aufgekeimten Samen von Phaseolus 
Mungo in der Glycerinlésung. Zu dem diesbeziiglichen Versuch wurden 
1,8810 g Leucin, 9,3530g trockenes Pulver von den zerriebenen ein- 
tigigen Keimlingen und 40g Glycerin genommen und alles sorgfaltig 
vermischt. Jedes Gramm der Mischung enthielt 0,0367g Leucin 
(0,0039 g Aminostickstoff) und 0,1827 g Fermentpraparat (bei Beginn 
des Versuchs waren 0,00075 g Aminostickstoff vorhanden, zum Schluli 
0,00084 g). Der gesamte Aminostickstoff betrug in 1 g der Mischung 
bei Versuchsbeginn 4,65 mg, zum SchluB hatte er 4,74 mg_ betragen 
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Zahlen: 
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miissen (unter der Bedingung, daB die Resultate der Orientierungs- 
versuche ihre Geltung behielten). Tatsichlich ergaben sich folgende 





Aminostickstoff in mg 
Gewicht einer Probe Hee — 


Datum __in2g der Mischung 
8 ona erhalten berechnet 

5. VILL. 15500 7,1 9,2 | » 
1/8450 s2 sj %% 9,3 

16. VITI. 2,1950 9.4 8.6 8.45 
2.5200 10.5 83 roe 

28, VIII. 2.5000 105 84) ¢. 

2.3700 9,7 82/5 ad 


Somit betrug die Menge des Aminostickstoffs, die bei Beginn des 
Versuchs 97,3 Proz. der berechneten ausmachte, zum SchluB des Ex- 
periments nur noch 87,4 Proz. 

In gleicher Weise lieB sich auch eine Abnahme der Menge des 
Aminostickstoffs bei zwei anderen Versuchen mit etwas abweichenden 
Verhaltnissen von Ferment, Leucin und Glycerin beobachten. Im 
ersten Versuch wurden in Gegenwart von Toluol 4,094 g Leucin, 
11,1000 g Fermentpraparat und 91,1500g Glycerin sorgfaltig mit- 
einander vermischt. Die Dauer des Experiments war etwas linger als 
diejenige des vorhergehenden, namlich 21, Monate. 





Gewicht einer Probe Aminostickstoff in mg 
Datum —_——____—___— 
8 in der Probe in 3g der Mischung 
8. LX. 2.4850 11,3 13,6 | 13.7 
2.3000 10,6 13,8 | °°" 
10, X. 2.2550 9.2 12,2 | 122 
2.9900 12,2 132;°" 
28. XI. 2.7720 10,2 » 11,0) 
3.3550 12.2 10.9 j 10,95 


Im folgenden Versuch wurden in Anwesenheit von Toluol zusammen - 
gegeben: 2,8100 g Leucin, 8,51 g Fermentpriparat und 48,80 g Glycerin. 








Gewicht einer Probe Aminostickstoff in mg 
Datum ——— ————_—_——— ——— - 
£ in der Probe in 2g der Mischung 
9. IV. 1,4900 | 122 16,4) 160 
2.1500 16,8 15,6 | °* 
18. 1V. | 3,6600 25,6 14.0 | 145 
4.6200 34,7 15,0 | *** 
4.V. | 3,3650 24.8 14.8) 1465 
2.2450 16,5 14,7} °” 


Um sich davon zu iiberzeugen, ob die beobachtete Abnahme der 
Aminostickstoffmenge durch die Bildung von Leucinimid verursacht 


1* 
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wurde, wurde der Versuch unternommen, diese Verbindung zu isolieren 
oder wenigstens ihre Anwesenheit vermittelst einer qualitativen Reaktion 
nachzuweisen. Ich bediente mich hierzu der gleichen Methode, wie sic 
Maillard in seiner Arbeit angewandt hatte. Die Glycerinlésung wurde 
filtriert, der Bodensatz auf dem Filter zweimal mit Athylalkohol durch- 
gewaschen und mit siedendem Alkohol extrahiert. Beim Abkiihlen 
des Extrakts fiel ein kristallinischer Niederschlag aus, der in eine: 
geringen Menge konzentrierter Schwefelséure gelést wurde. Die Lésuny 
wurde in eine grobe Menge Wasser gegossen, dabei entstand ein flocken- 
artiger Niederschlag, der sich langsam auf dem Boden des GefiaBes 
absetzte. Nach dem Stehenlassen iiber Nacht wurde die Fallung 
filtriert, mit Wasser ausgewaschen und in siedendem Alkohol gelést. 
Nach dem Erkalten bildeten sich feine, nadelférmige Kristillchen, 
doch reichte ihre Menge zur Schmelzpunktsbestimmung nicht aus. 
Die Bedingungen der Gewinnung, die Léslichkeit und das Aussehen 
der Kristalle stimmten vollkommen iiberein mit den von Maillard 
fiir Leucinimid beschriebenen Daten. 

Die zweite Reihe der Versuche wurde mit Glykokoll angestellt. 
Die Resultate entsprachen den mit Leucin erhaltenen Ergebnissen: 
Abnahme der Aminostickstoffmenge in nicht wasserigen Lésungen 
und Unveranderlichkeit in Gegenwart von 30 Proz. Wasser zeigten 
deutlich sowohl das Stattfinden einer synthetischen Reaktion, als 
auch die Bedingungen, unter denen letztere eintritt. 

Zum ersten Versuch wurden 11,2900g Glykokoll (Kahlbaum) 
genommen und mit Glycerin und 2,6000 g Pulver, das aus Phaseolus- 
Mungo-Samen gewonnen worden war, in Gegenwart von Toluol zer- 
rieben. Im Kontrollversuch ohne Ferment blieb der Gehalt an Amino- 
stickstoff sowohl bei Beginn des Experiments als auch nach 214 Monaten 
vollkommen unverandert und betrug am 26. Dezember 64,0 mg, am 
9. Marz 64,0 mg. 

Ein ganz anderes Bild ergab sich in Anwesenheit von Ferment: 





Gewicht einer Probe Aminostickstoff in mg 
Datum ee 
g | in der Probe in 2g der Mischung 





26, XII. 1,9000 62,7 66,1 ia 
2/2250 72,0 64,7 | 
24.1. 4.4600 1417 63,6 a2 
3,0100 98,6 64,7 | 
9, 11. 2'9300 91,6 62,4 | 696 
3,2350 101,4 62,7 | °*" 
9, IIT. 45900 1428 62,2) 619 
2.0250 61.9 61'6 | 


Um den EinfluB des Wassers auf die synthetische Reaktion fest- 
zustellen, wurde in den folgenden Versuchen als Lésungsmittel nicht 
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wasserfreies, sondern 70proz. Glycerin angewandt. Bei 5 Wochen 
langem Stehen von Glykokoll in einem derartigen Lésungsmittel in 
Anwesenheit von Toluol (1,2 g Glykokoll auf 23,6 g¢ 70proz. Glycerin) 
konnte nicht die geringste Veranderung wahrgenommen werden. 





Gewicht einer Probe Aminostickstoff in mg 
Datum 
g in der Probe im 3 g der Mischung 
7.11. 1,4600 123 25.2 | ono 
2/8300 23.9 25,2 a 
13, Ii. 4.4700 39,3 


25,2 
3,000 25,2 25'2 | 25,2 

Beim Stehenlassen von Pulver, das aus getrockneten Phaseolus- 
Mungo-Keimlingen bereitet worden war (1,1510g Pulver auf 33,7850 g 
70proz. Glycerin), fand in dieser Lésung sogar eine kleine Zunahme 
des Gehalts an freien Aminozgruppen der Aminosauren statt: 





Gewicht einer Probe Aminostickstoff in mg 
Datum ssisduisisajpeitiieiiaisinesthi 
g in der Probe in 3 g der Mischung 
7.11. 2,7440 08 09 log 
2'8000 08 og | % 
13. IL. 6,0700 2.0 0,98 | 101 
4,0000 14 1,04)” 


Eine ebensolche kleine Steigerung des Gehalts an Aminogruppen 
wurde beim Zusammengeben von 4,4 g¢ Glykokoll, 4,95 g Samenpulver, 
80,6 g 70proz. Glycerin und Toluol beobachtet. 








Gewicht einer Probe Aminostickstoff in mg 
Datum ~ . - ie 
£ in der Probe in 3g der Mischung 
7.11. 3,3100 27,2 24.6 
3,5700 29.4 
13. IIT. 4.5500 37,8 25,0 
3,0000 25.1 


Aus allen angefiihrten Versuchen laBt sich somit der SchluB ziehen, 
daB bei der Einwirkung von Proteasen auf Aminosiéuren eine Synthese 
von Produkten stattfinden kenn, die den Diketopiperazinen ahnliche 
Eigenschaften aufweisen. Es ist durchaus denkbar, daB eine ahnliche 
Synthese wihrend der ersten Stadien des EiweiBaufbaues in den 
Pflanzen statthat. 





Uber den Einflu6 hoher Konzentrationen neutraler Stoffe 
auf die Wirkung der Peptase. 


Von 
A. Blagowestschenski. 


(Aus dem pflanzenphysiologischen Kabinett der Mittelasiatischen Staats- 
universitat, Taschkent.) 


(EBingegangen am 14. Oktober 1925.) 


Im Jahre 1881 war von C. Voit!) folgendes gezeigt worden: Ein 
fleischfressendes Tier, dem zu seiner Nahrung Kohlenhydrate hinzu- 
gefiigt werden, kann sich nicht nur im Stickstoffgleichgewicht erhalten, 
sondern auch seinen Reichtum an EjiweiBstoffen vermehren, wen 
so viel Fleisch in der Nahrung vorhanden ist, daB es an sich nicht 
ausreichend ist und bei Abwesenheit von Kohlenhydraten einen Eiweib- 
verlust im Organismus hervorrufen wiirde. Somit wird das Nahrungs- 
eiweiB vom Organismus aufgespart, und die GréBe dieser Reserve 
betragt im Durchschnitt 9 Proz. des EiweiBes, das vorher ohne Zusatz 
von Kohlenhydraten gegeben wurde. Infolge dieser Fahigkeit der 
Kohlenhydrate, Eiwei8 zu erhalten, setzen nach der Ansicht Voit: 
die Grasfresser, die gew6hnlich bedeutende Mengen von Kohlenhydraten 
in ihrer Nahrung zu sich nehmen, in ihren Geweben leicht Eiwei8 an 
In neuester Zeit ist Voits Arbeit durch Atwater?) einer Priifung unter- 
worfen worden, die zu denselben Ergebnissen fiihrte. Doch haben wede: 
Voit noch Atwater die Frage nach der Ursache einer solchen Eiweil- 
aufspeicherung bei Anwesenheit von Kohlenhydraten beriihrt, und es 
ist das Verdienst Ringers*), die Frage nach der Art und Weise, wie 
das EiweiB erhalten wird, aufgeworfen zu haben. Nach Ringer geschieht 
dies durch die Wirkung der Kohlenhydrate auf die Zellfermente. Der 
Anschauung Ringers hat sich 1914 auch Schaffer*) angeschlossen, der 
in einer Reihe von Versuchen zeigen konnte, daB ein Zusatz von 1 proz 


1) C. Voit, Hermanns Handb. d. Physiol. 6, 143, 1881. 
2) W.O. Atwater, Ergebn. d. Physiol. 3, (1), 497, 1914. 
3) Ringer, Journ. of biol. Chem. 12, 437, 1912. 

‘) P. A. Schaffer, ebendaselbst 17, 42 bis 43, 1914. 
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Glucose zu zerkleinerter, der Autolyse unterworfener Hundeleber unter 
im tibrigen gleichen Bedingungen die Wirkung des proteoklastischen 
Ferments hemmt. Mit diesen Angaben ist die mir zugangliche Literatur 
uber diesen Gegenstand erschépft, und es erschien mir von Bedeutung 
zu sein, den EinfluB von Zucker auf eines der aktiven Elemente der 
im Darme vor sich gehenden Verdauung, nimlich auf die zu den Be- 
standteilen des Pankreatins gehérende Peptase zu untersuchen. 

Die Methodik dieser Versuche war eine héchst einfache: Zu 
Peptonlésungen wurde Pankreatin und der eine oder andere der zu 
untersuchenden Stoffe, sowie Chloroform und Toluol hinzugefiigt. Der 
Grad der Hydrolyse wurde durch Titration nach Sdérensen bestimmt. 

Vorhergehende Untersuchungen hatten gezeigt, daB sich die pepto- 
klastische Wirkung des Pankreatins auch bei schwach saurer Reaktion 
des Peptons auBert. In zwei Kolben wurden je 30 ccm einer 4proz. 
Peptonlésung gebracht, darauf zu der einen 20 com Wasser, zur anderen 
10 ccm einer 2proz. Pankreatinlésung und 10 ccm Wasser hinzugefiigt. 
Im dritten Kolben befanden sich 40 cem Wasser und 10 ccm Pankreatin- 
lésung. Wiahrend des Versuchs blieb die Temperatur konstant auf 18°. 
Zur Bestimmung wurden 10 ccm entnommen. 





Tabelle I. ' 
Stundenzahl seit Aminostickstoff in mg in 10 ccm 
inn _— eee | a 
des Versuchs Pepton + Wasser Pepton + Ferment Ferment + Wasser 
0 3,6 4.1 1.0 
24 3,6 7,7 11 
45 3,5 8.5 1,2 
93 3,7 9,1 1,2 
141 3.6 9,2 1,1 
Veranderung : 0 + 51 + 01 


Der Sauregrad der Lésung ,,Pepton + Ferment‘ wurde durch 
Titration mit Phenolphthalein als Indikator als n/125") ermittelt, 
d. h. ein Sauregehalt, bei dem die proteoklastische Wirkung des Pan- 
kreatins nicht mehr zutage tritt. Man muB offenbar annehmen, daB 
die pepto- und proteoklastischen Wirkungen durch verschiedene 
Fermente hervorgerufen werden. Zugunsten dieser Annahme spricht 
auch die von Schaeffer und Terroine®) und Zunz*) beobachtete Tat- 


1) Leider war es mir nicht méglich, die Py Zu bestimmen, da in meinem 
Laboratorium in Taschkent wahrend der Ausfiihrung dieser Versuche (1923) 
die dazu erforderlichen Einrichtungen fehlten. 

*) G@. Schaeffer und E. F. Terroine, Journ. de Physiol. et Pathol. gén. 12, 
884 bis 905, 1910. 

8) E. Zunz, Arch. intern. de Physiol. 11, 191, 1912. 
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sache, daB der den echten EiweiBstoffen (Eieralbumin, Zein usw.) 
gegeniiber vollkommen unwirksame, durch Enterokinase nicht aktivierte 
Pankreassaft eine deutliche ereptische Wirkung ausiibt, indem er 
Peptone, Alanylglycin und Casein spaltet. Auf Grund der Tatsache, 
daB sich die Wirkung des Ferments auch ohne Zusatz von Lauge auBert, 
ist bei den folgenden Versuchen iiberall die natiirliche Reaktion der 
Lésung beibehalten worden. 

Bei der Untersuchung des Einflusses von Zusitzen auf die Wirkung 
der Fermente wurde mit Rohrzucker begonnen. Wir nahmen drei 
Kolben. In jeden kamen 30 ccm einer 4proz. Peptonlésung, 10 cem 
einer 2proz. Fermentlésung und 10 ccm Wasser. Zu dem einen Kolben 
wurden 5 g Rohrzucker hinzugefiigt, zum zweiten 10 g, der dritte Kolben 
blieb ohne Zusatz. In den Proben, die unmittelbar darauf sowie nach 
Verlauf von 24, 43, 91 und 141 Stunden entnommen wurden, fanden 
sich folgende Mengen von Aminostickstoff in Milligrammen (Tabelle IT). 

Somit auBerte sich bei einer Saccharosekonzentration von 20 Proz. 
deren Wirkung zu Beginn des Reaktionsverlaufs in einer deutlichen 
Verlangsamung der Loslésung der Aminogruppen. 10 Proz. Saccharose 
zeigten keinen derartigen EinfluB. Das Endergebnis war in allen drei 


Fallen dasselbe. 
Tabelle 11. 





Stundenzahl Aminostickstoff in mg in 10 ccm 


seit Beginn des Versuchs ohne Saccharose 5 g Saccharose 10 g Saccharose 
0 ? ; 3,9 
24 A 6,4 


Veranderung + 25 
43 74 


Veranderung 
9 


Veranderung , 
141 9,2 
Veranderung + 0,1 
Gesamtverainderung . . + 5,1 
Der folgende Versuch zeigt, daB ein Zusatz von Rohrzucker und 
Glycerin in nicht hohen Konzentrationen gar keinen Einflu8 auf den 
Hydrolysegrad des Peptons durch Pankreatin ausiibt. In 11 Kolben 
wurden gebracht: Je 20ccm einer 4proz. Peptonlésung, Chloroform 
und Toluol; ferner die in der Tabelle IIT angegebenen Mischungen 
zugefiigt und schlieBlich zu jedem Kolben 10 ccm Fermentlésung 
zugesetzt. Die Dauer des Versuchs betrug nur 48 Stunden, was sich 
bis zu einem gewissen Grade bemerkbar machte (s. Tabelle ITI). 
Weshalb sich in dieser Versuchsreihe keine Abnahme der Aktivitat 
fiir die Konzentration des Rohrzuckers, die 20 Proz. betragt, zeigt, 
ist unklar, um so mehr, als in dem folgenden Versuch ein derartiges 
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Sinken wieder auftritt. In diesem Falle war die Aufgabe gestellt, den 
KinfluB der héheren Konzentrationen zu studieren. Zu diesem Zwecke 
wurden 12 Kolben genommen und in jeden 5ccm Peptonlésung, 0,1 g 
Pankreatin und 15 ccm eines Lésungsmittels von veranderlicher Kon- 








Tabelle 111. 
Aminostickstoff in mg 
Nr. Lésungsmittel a.tv.| sav. Ves nse.l, Vines wrongs 
anderung anderung anderung 
1 10cem Wasser... ; 40 7) +31 78!'+07 +38 
2 10 , 80proz Saccharose- 
lésung . . : 40; 71 +31) 7.7, +06) +37 
3 8ecem 80proz. ‘Saccharose- 
lésung + 2cem Wasser . 40 7,1 +31) 78) + 0,7 38 
4 6cem 80proz. Saccharose- 
lésung + 4ccm Wasser . 40 7) 31/78 '1+07 +38 
5 4ecem Saccharoselésung 
+6ccm Wasser .... 40 7) 31 O78 0,7 38 
6 2cem Saccharoselésung 
+8cem Wasser .... 40 TZ) + 3,1 78 +. 0,7 + 3,8 
7) 10cem Glycerin ...... 40 69'> +29) 74 L105 4+34 
8; 8. a. + 2ecm 
EY a a tac 3 40 70 +30 7,6 O06 43,6 
9 6cem Glycerin + 4 ccm 
Wasser. ... ay 40 70 +30 > 74 +104 +34 
10 4cem Glycerin + 6 ccm 
Wasser... . ~. 1 ol Ww 33 7.7/ +04/ +37 
11, 2ecem Glycerin + 8 com 
EE fw a m4 e's ye 40 73 +33) 7.7 + O04 + 3.7 
Tabelle 1V. 
: Aminostickstoff in mg 
Nr. Lésungsmittel Konsentestion . r j Ver. 
g-Mol. Beginn | Ende anderung 
Pe eeu Weer. fe SS ss 0 44 = — 
215 , 4 oe Ei 0 44 9,7 + 53 
3,15 , 80proz. Saccharoselésung 1,75 44 8,7 + 43 
4 12,5 cem 80proz. Saccharose- 
lésung + 2,5cem Wasser . . 1,45 44 8.5 + 4,1 
5  10ccem 80proz. Saccharoselésung 
+ 5cem Wasser... 1,16 44 8,7 +43 
6 5ceem 80proz. Saccharoselésung 
+ 10cem Wasser ...... 0,58 44 92 + 48 
7 25ecem 80proz. Saccharose- 
lésung + 12,5ccm Wasser . . 0,29 44 95 5.1 
8 l15cem Glycerin ice ie 8.15 44 6.7 23 
9 125cem Glycerin + 2.5 ccm 
Se ae a a eee ans 6,79 4.4 7.0 + 2.6 
10 10 cem Glycerin + 5 cem Wasser 5,44 44 8,1 + 3,7 
1] 75, . 1 75. a 4,07 44 8.7 - 43 
2); 5 , z +10 . cE 2,72 44 9.0 4.6 





10 A. Blagowestschenski : 


zentration eingefiihrt. Nach 24 Stunden wurde der ganze Inhalt jedes 
Kolbens nach Sérensen mit Formalin behandelt und die freien Amino- 
gruppen bestimmt. Ein Kolben wurde zu Beginn des Versuchs titriert 
(s. Tabelle IV). 

Sowohl Saccharose als auch Glycerin iiben in hohen Konzen- 
trationen eine stark hemmende Wirkung auf die Spaltung von Pepton 
durch Pankreatin aus, die fiir eine 8,15 grammolekulare Glycerin- 
lésung 50 Proz. gegeniiber der normalen Leistung des Ferments in 
Wasser erreicht. 

Eine ahnliche herabsetzende Wirkung wurde fiir Methyl- und 
Athylalkohol festgestellt. Der Versuch dauerte 25 Stunden bei 22°. 
In jeden Kolben wurden 5cem einer 4proz. Peptonlésung, 15 ccm 
Alkohol von wechselnder Starke, 0,1 g¢ Pankreatin, Chloroform und 
Toluol eingefiihrt. 

Tabelle V. 





Alkohol Aminostickstoff in mg 


g-Mol. Beginn Ende Veranderung 


Methylalkohol ... 23,4 44 59 


Ce 15,6 44 6,6 
wa 78 44 
‘a lad 3,1 44 
NG a aes oes -- 44 
Athylalkohol dle Jax 16.3 44 
a as ap ce 10,8 4,4 
& ee ase 5.4 44 
2.2 44 


a] 


Wie aus den angefiihrten Zahlen ersichtlich ist, iiben beide Alkohole 
in hohen Konzentrationen eine stark hemmende Wirkung aus, in 
schwachen laBt sich jedoch sogar eine gewisse Stimulation wahrnehmen. 

In verschiedenen Konzentrationen zur reagierenden Mischung 
hinzugefiigt, verhindert Aceton die Spaltung des Peptons in genau 
der gleichen Weise wie die ibrigen untersuchten Stoffe. Die Versuchs- 
bedingungen sind dieselben: 5ccem Peptonlésung, 0,1 g Pankreatin 
und 20cem Aceton von verschiedener Starke. Dauer des Versuchs 
26 Stunden. 

Tabelle V1. 





Aminostickstoff in mg 


Aceton 


g-Mol. Baden Ende Veranderung 
12,94 
10.78 53 

8,62 5,6 


l 48 
l 
1 

647 1 7,6 
| 
1 


ot) 


& or or or bo 


431 7,6 
0 : 10,5 


> Phe 
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Die Gemeinsamkeit der Erscheinungen bei so verschiedenen 
Stoffen, wie Saccharose, Glycerin, Methyl- und Athylalkohol sowie 
Aceton, legte den Gedanken nahe, daB sich auch anorganische neutrale 
Salze in derselben Weise verhalten werden. Es wurden Versuche mit 
NaCl und K NO, angestellt. Das Verhalten dieser beiden Salze erwies 
sich als ziemlich verschieden. Wahrend NaCl vdéllig gesetzmiBige 
Reihen von Veranderungen ergibt, zeigt K NO, auBerst unbestimmte 
Resultate. Die Bedingungen der Versuche waren denjenigen der vorher- 
gehenden gleich: S8proz. Peptonlésung, 0,1 g Pankreatin, das Gesamt- 
volumen der Lésung gleich 20 ccm, Chloroform, Toluol. Dauer des 
ersten Versuchs mit Natriumchlorid 24 Stunden bei 25°, des zweiten 
44 Stunden (Tabelle VII). 





Tabelle VII. 
NaCl Aminostickstoff in mg 
gMol. Beginn Ende Veranderung 
A. 
6.0 93 94 + 0) 
55 93 95 + 0.2 
5.0 93 95 + 0,2 
45 93 9,7 + O4 
4.0 93 9.9 + 06 
3,5 9.3 10,1 | O08 ' 
3,0 93 10,4 + 11 
2,5 93 10,4 + 1,1 
2.0 9,3 10,5 + 12 
0 9.3 10,8 15 
B. 

6,0 93 94 + 01 
5,0 93 95 0.2 
4.0 9.3 9.5 + 0.2 
3.0 93 10,5 +12 
0 9,3 11,1 +18 


Beim folgenden Versuch mit NaCl wurden genommen: 20 ccm 
10 proz. Peptonlésung, pulverisiertes NaCl, 0,1 g Pankreatin, Chloroform, 
Toluol, Temperatur 14°. Versuchsdauer 68 Stunden. Fiir jede Kon- 
zentration wurden zwei Kolben genommen. Um von der Fehlergrébe 
eine Vorstellung zu geben, sind die Resultate der Titrationen in der 
Tabelle VIII vollstandig wiedergegeben. 

Beim letzten Versuch mit NaCl war die Konzentration des Pan- 
kreatins um das Vierfache vergréBert worden. Die Versuchsdauer 
betrug 70 Stunden. 

Die Wirkung von Kaliumnitrat wurde in einem Versuch, der 
44 Stunden bei einer Temperatur von 25° dauerte, verfolgt. Die Kon- 
zentration der Lésung iiberstieg nicht 3,0 g-Mol., daher sind die Ver- 
anderungen auch nicht sehr groB. 
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Tabelle VIII. 





n/l0 NaOH Aminostickstoff in mg 


Beginn Ende Veranderung 


40,8 + 10,6 
40,7 - 105 
40,7 + 105 
30,2 40,3 10,1 
30,2 39,9 + 97 
30,2 39,5 + 93 


Tabelle 1X. 





Aminostickstoff in mg 


Ende Veranderung 


47 tis | +199 
54,0 +182 +182 
sail 363 } +156 
one “haa | +136 


Tabelle X. 





KNO, Aminostickstoff in mg 


gMol. Ende Veranderung 


30 | 10,8 + 
25 10,5 - 
2.0 10,9 + 
15 | 3 10,8 
1,0 10,8 

Wasser 11] + 


Bei naherer Betrachtung der Versuchsresultate steigt der Gedanke 
auf, daB zwischen der Konzentration des neutralen Zusatzes und dem 
Grade der Hemmung der Fermentwirkung ein bestimmter gesetz- 
maBiger Zusammenhang besteht. 

Bezeichnen wir mit ¢ die hemmende Wirkung des Zusatzes, mit p 
die Konzentration des Zusatzes in Grammolekiilen, mit & eine gewisse 
Konstante, so erweist es sich, daB sich die Versuchsresultate in vollig 
befriedigender Weise durch folgende Formel ausdriicken lassen : 


e = kyp*. 
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8,15 
6,79 
5.44 
4.07 
2.72 


Durchschnitt : 


reaktionshemmenden Wirkung der neutralen Zusitze laBt sich vor- 
laufig noch nicht ermitteln, doch wird vielleicht die aufgefundene 
GesetzmaBigkeit, welche die Beziehungen zwischen der Konzentration 
der Beimischungen und der GréBe der hemmenden Wirkung klarlegt, 
bei weiteren Untersuchungen auch diesem Problem zur Lésung ver- 
helfen kénnen. 


> 


om = bow 
IOoaG-+10 








Wirkung von Glycerin. Wirkung von Saccharose. 
kas &, =0,00498 }p3] pp F k= _* 
\p3 bp3 
0,004 95 3,2 1,75 10 0,002 15 
0,005 46 2.5 1,45 12 0,003 39 
0,004 53 17 1,16 1,0 0,003 95 
0,004 36 11 0,58 05 0,005 59 
0,005 60 0.6 0,29 0.2 0,003 99 
0.004 98 Durchschnitt: 0,008 81 
Wirkung von NaCl. 

p t ipa «, =0,1011 Vp3 
6,0 14 0,0757 15 

5.5 13 0,1008 13 

5.0 13 0,1160 11 

45 11 0,1152 1,0 

40 0.9 0.1125 08 

3,5 0.7 0,1068 7 

3,0 04 0,0770 0.5 

2.5 04 0,1013 04 

2.0 03 0,1060 0.3 

Durchschnitt : 0.1011 


Auf Grund der angefiihrten Tatsachen kann man annehmen, 
daB ,,die eiweiBersparende Wirkung der Kohlenhydrate“ offenbar 
nicht von irgendwelchen spezifischen Eigenschaften der Kohlenhydrate 
abhangt, sondern von den Veranderungen, welche hohe Konzentrationen 
der Zusitze in dem Reaktionsmilieu hervorrufen. 
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Die Ursache der 


Uber die Léslichkeit 
der Aminosiuren bei variierter Wasserstoffzahl. 


Von 
Kingo Sano. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Aichi-Medizinischen Universitat 


zu Nagoya, Japan.) 
(Eingegangen am 13. August 1925.) 


Mit 8 Abbildungen im Text. 


Uber die Léslichkeit der schwerléslichen Aminosiuren unter ver- 
schiedenen Bedingungen liegen nur wenige systematische Unter- 
suchungen in der Literatur vor. Die ersten experimentellen Unter- 
suchungep von Michaelis und Davidsohn (1, 2) betrafen die Abhangigkeit 


der Léslichkeit der Aminosiuren vom py, und steliten fest, daB das 
Léslichkeitsminimum mit dem isoelektrischen Punkt zusammenfillt. 
Eine quantitative Untersuchung der Léslichkeit bei wechselndem py, 
wurde von ihnen nicht ausgefiihrt. Eine derartige Untersuchung liegt 
meines Wissens bisher nur von Hitchcock (I1I,2) vor, welcher die 
Léslichkeit des Tyrosins bei wechselndem pg untersuchte und die 
Theorie der Léslichkeit, welche von Michaelis (I, 1) entwickelt wurde, 
experimentell gut bestitigte. Diese Arbeit von Hitchcock wurde mir 
erst bekannt, nachdem meine experimentellen Arbeiten fast ab- 
geschlossen waren, andere Angaben konnte ich nicht finden. Meine 
Untersuchungen erstrecken sich auf Leucin, Tyrosin und Cystin. Das 
Problem besteht in der Untersuchung der Léslichkeit dieser Kérper 
bei wechselndem py, wobei das py, der Lésung immer nur durch solche 
Sauren und Basen eingestellt wurde, welche mit der Aminosaure leicht- 
lésliche Salze bilden. Die gesamte Salzkonzentration der Lésung 
wurde immer so gering gehalten, daB wir ohne merklichen Fehler alle 
Salze als vollstandig dissoziiert annehmen konnten, oder daB wir im 
Sinne der Ionenaktivitatstheorie unter Annahme praktisch stets voll- 
standiger Dissoziation aller Salze ohne merklichen Fehler annehmen 
konnten, daB die Konzentration aller gelésten Ionen gleich ihrer Aktivitat 
war. DaB® diese Annahmen fiir die Bedingungen unserer Versuche 
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innerhalb der Fehlergrenze erlaubt sind, wird durch einige besonders 
daraufhin angestellte Versuche nachgewiesen werden. Wir haben also 
in unseren Versuchen immer einen Bodenkérper von Aminoséure und 
infolgedessen eine gesittigte Lésung von undissoziierter Aminosdure, 
deren Konzentration vom py unabhangig ist, und auBerdem geléste 
lonen dieser Aminosaure, welche je nach dem py Kationen oder An- 
ionen sind, und deren Menge vom py abhingen mu. Unter solchen 
Versuchsbedingungen l4B8t sich die Theorie der Léslichkeit der ge- 
samten Aminosfuren nach Michaelis (I,1) in folgender Weise ent- 
wickeln. 


Befindet sich in der Lésung eine einbasische schwache Saure, so 
gilt nach dem Massenwirkungsgesetz die Beziehung 


[Saéure-Anionen].{[H]  S'.H 


:&= > 
{undissoz. Saure ] S 


(1) 

Hier ist k die Dissoziationskonstante der Saure. Unter der Léslich- 
keit der festen Saure kénnte man von vornherein zweierlei verstehen : 
entweder die Konzentration der Lésung an denjenigen  Molekiilen, 
welche als Bodenkérper vorhanden sind, also die Konzentration der 
gesittigten Lésung an undissoziierter Aminosiure. Dies wollen wir 
die partielle Léslichkeit 2 nennen. Diese mu8 bei gegebener Temperatur 
eine Konstante sein. Streng genommen, braucht das nur zuzutreffen, 
wenn wir an Stelle der Konzentration die Aktivitaét setzen. Da es sich 
aber hier um eine undissoziierte Molekiilart handelt, so kénnen wir 
gewiB im Bereich unserer Untersuchungsgrenzen ohne merklichen 
Fehler die Konzentration gleich der Aktivitaét setzen, selbst wenn wir 
fast elektrolytfreie Lésungen mit salzreicheren vergleichen, und einige 
Versuche mit Zusatz von KCl werden das bestatigen. Zweitens kénnen 
wir unter Léslichkeit der Saure diejenige Konzentration verstehen, 
welche die gesamten, in irgendwelcher Form gelésten Molekiile der 
Saure bei Gegenwart eines Bodenkérpers von freier Séiure haben. Dies 
nennen wir die totale Léslichkeit 4. Aus (1) folgt 


kia 
A=a 
Y TH] 
und daher 
A k 
7 = 1+ or)" (2) 


Wenn die Saure zweibasisch ist, kommen auBerdem noch die 
Ionen der zweiten Dissoziationsstufe hinzu, deren Konzentration 
bestimmt wird durch 


S”. [H 
ky = a }. 


(3) 
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Die gesamte Léslichkeit ist daher 


oS z( Ky ya 


ref T fH’) (A) 
A we Awe Ay 
i+ a+ (ae) 


Fir die Léslichkeit einer zweiwertigen Base gilt dasselbe, wenn 


(4) 


K, 
wir [OH’] oder (H) statt [H ] setzen. Bei den Ampholyten mu8 man 


beide Betrachtungen fiir Siuren und Basen gleichzeitig anstellen. Wenn 
aber das Produkt der Saiuren- und Basenkonstante kleiner als etwa 
10~"* ist, so ist die isoelektrische Zone so breit, daB man auf der sauren 
Seite des isoelektrischen Punktes allein die Theorie fiir Basen und auf 
der alkalischen Seite allein die Theorie fiir Siuren anwenden kann. Es 
gibt nur wenige Ampholyte, bei denen diese Bedingung nicht zutrifft. 
Michaelis hatte empirisch festgestellt, daB Ampholyte, bei welchen 
K, .K, bis nahezu an 10~'* heranreicht, nicht vorkommen, und 
Bjerrum (1, 3) hat theoretisch die Ursache hiervon gezeigt. Bei den 
in dieser Arbeit untersuchten Aminosauren ist das Konstantenprodukt 
so klein, daB man sie unbedenklich nach diesem Prinzip behandeln 
kann: bei saurer Reaktion folgen sie vollstandig den Dissoziations- 
gesetzen der Basen, bei alkalischer Reaktion denen der Saéuren, und 
in der sehr breiten isoelektrischen Zone sind sie praktisch tiberhaupt 
nicht dissoziiert, wobei es fiir die Theorie der Léslichkeit belanglos ist, 
ob die undissoziierten Molekiile gemaB der ilteren Anschauung als 
unelektrische Molekiile oder gemiB der Anschauung von Adame (I, 4) 
und Bjerrum (1, 3) als Zwitterionen vorhanden sind. 

Am leichtesten zu iiberblicken sind diejenigen Aminosauren, 
welche sowohl als Saéure wie als Base immer nur einwertig auftreten 
kénnen. Dies trifft aus unserem Versuchsmaterial fiir das Leucin zu, 
und wir beginnen deshalb mit diesem. 


1. Leucin. 


Leucin (Merck) wurde aus heiBem Wasser unter Zusatz von ziemlich 
viel Blutkohle umkristallisiert. Die Drehung, bestimmt an einer 4proz. 
Lésung in 20proz. HCl betrug: 


, 100 . 0,71 —_ 
[a}\> ae 4 + 17,75° 


(nach Schulze und Winterstein in demselben Lésungsmittel 17,3 bis 17,76°). 
Ein reichlicher Uberschu8 von festem Leucin wurde in dem je- 
weiligen Lésungsmittel in einem Wasserbad von 25° +- 0,1° geschiittelt. 


Dann wurde die Flasche in einen Luftthermostaten von gleicher 
Temperatur gebracht, méglichst schnell durch ein vorgewarmtes 





oe: 
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Asbestfilter abgesaugt und das Filtrat teils zur py-Messung, teils zur 
N-Bestimmung benutzt. Das py wurde mit der Wasserstoffelektrode 
im Luftthermostaten bei 25° gemessen, indem der Potentialunterschied 
gegen eine mit KCl gesittigte Kalomelelektrode bestimmt wurde, 
deren Potentialunterschied gegen eine Wasserstoffelektrode mit 
Standardacetatlésung taglich kontrolliert wurde. Das p,, des Standard- 
acetats wurde = 4,62 angenommen. Der Stickstoff wurde mit der Mikro- 
kjeldahlmethode unter, jodometrischer Titration nach Bang bestimmt. 

Zunichst wurde die Léslichkeit im isoelektrischen Punkt bestimmt. 
Dieser liegt auf Grund der Literaturangaben bei py = 6,06. Da eine 
ziemlich breite isoelektrische Zone besteht, kommt es nicht darauf an, 
daB dieses py, sehr genau innegehalten wird. Wir werden sehen, dab 
zwischen py 5 und 7, ja beinahe zwischen 4 und 8, kein Unterschied 
der Léslichkeit besteht. Zur Herstellung des isoelektrischen py wurde 
das Leucin in einer Lésung geschiittelt, welche 0,01 Mole Essigsiure 
und 0,2 Mole Natriumacetat im Liter enthielt. Um festzustellen, welche 
Schiittelzeit zur Erreichung des Gleichgewichts erforderlich ist, wurde 
die Mischung einerseits aus der Zimmertemperatur direkt in das Wasser- 
bad gebracht und geschiittelt, eine andere Probe wurde mit dem Boden- 
kérper einige Zeit auf 50° erwirmt, um eine fiir die definitive Temperatur 
iibersittigte Lésung herzustellen, und erst dann in dem Wasserbade 
von 25° geschiittelt. Es zeigte sich, daB die auf diese zwei Weisen fest- 


gestellten Léslichkeiten erst iibereinstimmten, wenn das Schiitteln 
11, bis 2 Tage lang fortgesetzt wurde. Deshalb wurden alle Versuche 
langer als 36 Stunden geschiittelt. Das Ergebnis ist in Tabelle I und II 
zusammengestellt. 


Die erste Spalte gibt die Zusammensetzung der Lésung an, in welcher 
der Kérper geschiittelt wurde. Bei den Versuchen mit NaOH wurde CO,- 
freie Lauge und jede VorsichtsmaBregel zur Fernhaltung von CO, an- 
gewendet. Die zweite Spalte gibt das py des Filtrats. In der nachsten 
Spalte werden drei Parallel- BP Gmwithiquenenigtniccey . 
bestimmungen des N und in 
der letzten Spalte der Mittel- 
wert in mg N pro Liter an- 
gegeben. 


Die Resultate sind zu- 3.5} 


nachst unmittelbarinAbb.1 

dargestellt. Als Minimum tog A 

der Léslichkeit im isoelek- | 

trischen Punkt ergibt sich wee ae er = a oe ae 
N: 2,588 g | pro Liter Abb. 1. Loslichkeit des Leucins. Abszisse: py. 

Leucin : 24,24 +4 | bei 25°. Ordinate : log .1, wo .1 die mg N pro Liter bedeutet. 
Nach E£. Schulze (11, 4) lést sich Leucin bei 22° in etwa 41 Teilen 

Wasser, d.h. 24,39g pro Liter, und es soll die Léslichkeit nach der 

Biochemische Zeitschrift Band 168 
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Tabelle I. 
(Leucin.) 





N in lcem N pro Liter 
Filtrat (Mittelwert) 


mg mg 


Zusammensetzung , 
der Lésung Pu 


7,325 
. 7 > 21 7,353 
7,340 
4,737 
, @/be GEUE « « 2, 4,709 
4,710 
3,290 
-n/fsO HCl... 3,304 
3,300 
2,938 
. n/l0 Essigsiure 2,850 
2,967 
2,550 
2,627 
2,561 
9 594 
. n/100 Essigsaéure 2,533 
n/5 Na-Acetat 








2,939 
5. n/200 NaOH . 36 2,865 
2.889 
3,783 
.n/20 NaOH, . 3,713 
3,731 
4,678 
.n/lO NgOH, , 9, 4,649 
4,650 
7,154 
9. *44n NaOH. . 9,81 7,098 7137 
7,158 
Die Analysenangaben sind alle nach Abzug des blinden N gemacht, 
welcher 0,05 mg betrug. 
Tabelle 11. 
(Leucin.) 





N pro Liter a : N pro Liter 
mg 8 - 2 Pu mg 


7339 0,452 | 836 2898 
4719 0,261 9,12 

3298 0,105 | 941 

2915 0,052 
2588 0 
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Reinheit des Priparats zwischen 1:37 und 1:45 Teilen Wasser 
schwanken. In anderer Weise sind die Resultate in Abb. 2 dargestellt. 
Hier ist die Abszisse das p,, die Ordinate 4//, und zwar in logarith- 
mischem MaBstabe, um in Ubereinstimmung zu bleiben mit der Dar- 











a a ae 
pi—~ (saure Seite) pH— (alkalische Seite) 


Abb. 2. Léslichkeit des Leucins. 
Fur die ausgezogene, theoretisch berechnete Kurve bedeutet 


die Abszisse fiir die rechte Seite der Abbildung : log iti) | —_ 


Ky IH) (4, 98t 
fiir die linke Seite: log _ | fpaeiass 
« 
a 
{H"] 
Ky. ml) 
Ky 


h 
die Ordinate fur die rechte Seite: log (1 + 


fiir die linke Seite : log (1 + 


/ 


Fiir die experimentellen Punkte  bedeutet 


die Abszisse : Py (untere Skala der Abszisse), die Ordinate: log ‘. 


stellung der weiter folgenden Aminosiuren, bei denen der direkte 
numerische MaBstab allzu unhandlich gewesen wire. Die ausgezogene 
Kurve ist theoretisch berechnet, und zwar auf folgende Weise. Be- 


ginnen wir mit dem Schenkel auf der alkalischen Seite. Hier ist 


a 
jee. 
oder log =— log (1 + ay) 


A/A hangt also nur von dem Verhiltnis k, :[H ] ab. Wiirde man dieses 
Verhaltnis oder auch seinen Logarithmus als Ordinate nehmen, so 
ware die Kurve fiir alle Saiuren die gleiche. Eine solche Kurve mit 


* 
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K, Ky, 
log (H’) als Abszisse und mit log (1 or ) —— lor als Ordinate wurde 


gemaB der Gleichung (2) entworfen, und es wurde ausprobiert, ob dic 
Neigung dieser Kurve sich den beobachteten Punkten gut anpaBt, wenn 
log 4/4 als Funktion von py aufgezeichnet wurde. Das war in der Tat de1 
Fall. Nun wurde die theroetische Kurve auf das Diagramm des Experi- 
ments so aufgelegt, daB die Abszissen sich deckten und die beiden Kurven 
durch Horizontalverschiebung gegeneinander méglichst angeschmiegt 
waren. Betrachten wir jetzt einen einzelnen experimentellen Punkt, 
z. B. den am meisten rechts gelegenen, so sagt die theoretische Kurve 
aus, daB fiir diesen Punkt log 4.4 = 0,43, oder 4/4 = 2,70 ist. Die 
direkte experimentelle Kurve sagt aus, daB dieser Punkt einem py = 9,80 
oder [H’] = 1,59. 10~"’ entspricht. Setzen wir diese Zahlenwerte in (2) 
ein, so ergibt sich k 
2.70 = | . 
1.59. 10-1 


Diese Gleichung kénnen wir nach k, auflésen. Wenn der auf diese 
Weise berechnete Wert von &,, fiir alle experimentellen Punkte iiberein- 
stimmt, so ist die Forderung der Theorie erfiillt. Zur Ausgleichung 
der experimentellen Fehler schieben wir statt dessen die Kurven so 
aufeinander, daB die Versuchsfehler gleichmaBig zu ihren beiden Seiten 
verteilt werden, und benutzen diese durch graphische Mittelung er- 
haltene Kurve zur Berechnung von k,. Wir kénnen jeden beliebigen 
Punkt dieser Kurve dazu benutzen, aber am einfachsten findet man k,, 
wenn wir das py, fiir die Ordinate 0,301 ablesen. Dieses py ist = — log k, 
Wenn namlich [H] = ks, ist, so ist 
_ 


A 
=— } ee - = log 2 = 0301. 
log og ( ” TH ) Oo} 


A 

Von den beobachteten Punkten fallt der unterste etwas aus der 
Kurve heraus. Wir diirfen ihm weniger Gewicht beilegen, denn erstens 
ist hier 4 nur wenig gréBer als 2, und Fehler der chemischen Analyse 
haben hier einen besonders grofen EinfluB, zweitens handelt es sich 
um ein py-Gebiet, welches einer exakten Pufferung besondere Schwierig- 
keiten darbietet, wenn man die Pufferkonzentration nicht sehr gro 
nimmt, weil hier CO, als Pufferungsfehler besonders schwer ins Gewicht 
fallt. Auch der oberste Punkt zeigt eine kleine Abweichung, jedoch 
ist sie ertraglich in Anbetracht des Umstandes, daB hier die Lésung 
schon einen Gehalt von 0,4n an Na hat. Hiernach wiirde sich fiir 
Leucin bei 25° pk, = 9,50 oder k, = 3,16. 10-" ergeben. Von Winkel. 
blech (II, 5) wird k, = 1,8.10~" angegeben. Der linke Ast der Kurve 
ist in entsprechender Weise gezeichnet. Aus ihm ergibt sich log & 
= log k,, — 2,40 = 13,95 — 2,40 = 11,55, k, = 2,82. 10-". 

Von Winkelblech wurde gefunden K,, = 2,3.10~-¥. 
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2. Tyrosin. 

Die Untersuchung des Tyrosins ist deshalb komplizierter, weil es 
infolge der Phenolgruppe neben der Karboxylgruppe eine zweibasische 
Saiure ist. Die Angaben iiber die GréBe der beiden Saiurekonstanten 
zeigen bei verschiedenen Autoren keine gute Ubereinstimmung. Jeden- 
falls unterscheiden sich die beiden Saurekonstanten verhaltnismaBig 
wenig voneinander, und in einem solchen Falle ist ihre exakte Be- 
stimmung besonders schwierig, weil die Dissoziationskurven der ersten 
und zweiten Stufe stark miteinander interferieren. Dagegen ist die 
Basenkonstante leicht zu bestimmen. 

Tyrosin (Kahlbaum) wurde aus heibem Wasser mit ziemlich viel Blut- 
kohle umkristallisiert, die Drehung, gemessen in einer 3proz. Lésung, in 
20proz. HCl, betrug: 

100 , 0.27 


15 « ) 
[@]), i 3 9.00 


(nach E. Fischer in 21 proz. H C1 7,98 bis 8,64°, stark steigend mit abnehmender 
HCl-Konzentration). 


Die Léslichkeitsbestimmungen wurden in derselben Weise wie bei 
Leucin bei 25° + 0,1° ausgefiihrt. Der isoelektrische Punkt des Tyrosins, 


3,5¢ ———________- 





} 
| 






2,5} 
20) 


Pa, Se ee 

5) mit KCl 

ag | 

10 ee — 
7 3 u 5 6 7 & 9 LU " 
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Abb. 3. Léslichkeit des Tyrosins. Bezeichnung wie in Abb. 1. 











berechnet aus den in der Literatur vorliegenden Dissoziationskonstanten 
unter Vernachlassigung der zweiten Siurekonstante, liegt bei py, — 5,41. 
Da das Produkt k, . k, auBerordentlich klein ist und die isoelektrische 
Zone sich tiber mehrere Einheiten von py erstreckt, kénnen wir 5,41 
zur Bestimmung des Léslichkeitsminimums benutzen, selbst wenn diese 
Zahl nicht sehr genau zutrifft. Denn aus Abb. 3 kénnen wir ablesen, 
daB die Léslichkeit sich sogar zwischen py = 3 und 8 praktisch nicht 
andert. Das Lésungsmittel zur Bestimmung des Léslichkeitsminimums 
war eine Lésung, welche 0,0125 Mole Essigsiure und 0,1 Mol Natrium- 
acetat pro Liter enthielt. Wenn ein UberschuB8 von Tyrosin mit dieser 
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Lésung geschiittelt wurde, einmal ohne Vorbereitung direkt vom Zimmer 
in das Wasserbad von 25° iibertragen, und ein zweites Mal, nachdem 
vorher durch Erhitzung auf 50° eine fiir 25° iibersittigte Lésung her- 
gestellt worden war, so zeigte sich, daB erst nach drei- bis viertagigem 
Schiitteln die Léslichkeit in beiden Fallen gleich gefunden wurde. Die 
Unterschiede sind allerdings auch nach 2 Tagen nur noch klein, und 
insbesondere zeigte sich in anderen Versuchen, welche bei einem p, 
auBerhalb der isoelektrischen Zone angestellt wurden, daB das Gleich- 
gewicht sich schneller einstellt. Jedenfalls wurden auch die Versuche 
auBerhalb der isoelektrischen Zone stets etwas linger als 48 Stunden 
geschiittelt. Wegen der geringen Léslichkeit muBten zur Bestimmung 
des Léslichkeitsminimums 50 ccm des Filtrats zur N-Bestimmung 
benutzt werden. Das py, wurde wie beim Leucin bestimmt. Die 
Resultate sind in Tabelle III und IV wiedergegeben und aus ihnen 
die Tabelle VI berechnet. 


Tabelle III. (Tyrosin, saure Seite.) 





Volumen N in diesem 


des unters Volumen nach , N pro Liter 
Seeepgoetomg Pu suchten Korrektur des pro Liter (Mittelwert) 
* Locungen Filtrats blinden N 
ecm mg mg mg 

10 3,407 340,70 

1. n/lO HC] .. 117 10 3,400 340,00 340,70 
10 3,413 341,30 
20 2,487 124.40 

2. n/0 HC] .,. 1,74 20 2,487 124,40 124,60 
20 2,502 125,10 
20 1,405 70,25 

3.n/100 HCl. . 2,25 20 1,380 69,00 70,08 
20 1,420 71,00 
25 1507 60,29 

4. n/Essigsiure . 2,39 25 1,513 60,53 60,56 
25 1,521 60,85 
20 0,841 42,07 

ar 2 05 20 0,827 41,36 “ 

5. n/10 Essigsiure 3,02 2” 0/820 4179 4131 
20 0,836 41,01 
25 0.9184 36,74 
5,56 25 0,9043 36,18 
25 0,8742 35,05 
25 0,9482 37,92 
6. n/80 Essigsiure |) 5,54 25 0.9182 36,73 

n/10 Na-Acetat ), 25 0,9044 36,18 36,58 
| 557 50 1,844 36,88 
“ 50 1,816 36,32 
50 1,844 36,88 
 @ 11844 36.88 
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Das Léslichkeitsminimum betragt 


N: 0,03658 g | 7 
Tyrosin : 0,4726 g | p 
Nach Erlenmeyer und Lipp lést sich ein Teil Tyrosin in 4291 Teilen 
Wasser von 17°, d. h. 0,4015 g pro Liter; nach Hitchcock 0,4745 g pro Liter 
bei 25°, praktisch genau mit meinem Befund iibereinstimmend. 


Liter bei 25°. 


Tabelle 1V. 


(Tyrosin, alkalische Seite.) 





Volumen d, N nach Kors 


untersuch« rektur des WN pro Liter N pro Liter 


Zusammensetzung der Losungen Pu ten Filtrats blinden N (Mittelwert) 
com mg mg mg 
) Essigsa “a3 
1, n/80 Essigsiure| 5.56 = Hs pe 36,58 


n/10 Na-Acetat | 


< 25 | 1,017 40,68 
2. m + acne ng Lae 1 741 25 | 1059 42'36 41,60 
m prim, osphat | 25 | 1048 41:80 
25 | 1b 44,60 
3. m/15 sekund, Phosphat = 8,39 25 | 1,141 45,64 45,32 
2 | 1143 | 46,72 
20 | 1423 71,15 
6. wf/G08 MeOH... .. <> 9,04 20 1,439 71,85 70,22 
20 | = (1,353 67,66 
10 | 1,211 121,10 
5. n/l00 NaOH. .... 9,51 10 1,241 124,10 120,70 
10 1,169 116,90 
10 | 4407 440,70 
6. n/200 NaOH .... . | 10,07 10 | 4,407 440,70 442.60 
10 | «4464 = 446,40 
5 | 4,193 836,60 
7. n/l0 NaOH ..... | 10,25 5 4,193 836,60 834,90 
5 4,137 827,40 
b 12,592 251,90 
8. n/3 NaOH...... 10,55 5 12,564 251,30 244 20 
A 11,974 239,50 
Tabelle V. 
(Léslichkeit des Tyrosins in 0,9n KCl-Lésung.) 
1. n/80 Essigsaéure | 50 1.791 35.8] 
n 10 Na-Acetat + -  §60 50 1763 35.26 35,54 
yn KCl 
2. n/10 HCl 5 2.067 | 413,40 
jamal 5 2073 «41469 «= 414,00 
3. n/50 NaOH | 5 0,749 152,40 
Lamm 40°77) MF}. 6 0762 4989 [51,10 
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Tabelle VI. (Tyrosin.) 





N pro Liter 


log A log 4 — log 4 Pu ae log 4 log A — log / 


Pu N —— 


| 

| 414.00 | 
340,70 
1,74 124,60 

2,25 70,08 | 
2,39 60,56 
3,02 4131 
5,56 
5,60 
mit K Cl 

20-— 


1,054 


0,969 
0,533 
0,283 
0,220 
0,053 
0 


0,Q12 


7,41 
8,39 | 
9,04 
9,51 
9,63 
mit KCl 
10,07 
10,25 
10,55 


41,61 
45,32 
70,22 

120,70 

151,10 | 


442,60 | 
834.90 | 
24420 | 


1,619 
1,656 
1,846 
2,082 
2.179 


2.640 
2'922 
2.388 


0,056 
0,093 
0,283 
0,519 
0,616 


1,183 
1,356 
1,825 


1,07 
mit K Cl 
1,17 


2,617 


2.532 
2.096 
1,846 
1,783 
1.616 
1,563 
1,551 


35,54 








Betrachten wir die saure Seite 
der Versuche, so kénnen wir sie 
theoretisch genau so wie bei Leucin 
behandeln. In Abb. 4 ist log 4// 
als Funktion von p, dargestellt und 
| die theoretische Léslichkeitskurve 
fiir eine Base durch Horizontal- 
verschiebung den experimentell be- 
stimmten Punkten angeschmiegt 
Wie man sieht, gelingt dies voll- 
kommen, und die Theorie der Lés- 
lichkeit ist zunichst fiir saure 
Lésungen bestitigt. Die Basen- 
konstante finden wir wiederum, 
indem wir das py, fiir die Ordinate 
0,301 ablesen, es ist 2,15. Hieraus 


i mut KCl 





| 
} 
} 
3 


7 


Abb. 4. 
Léslichkeit des Tyrosins in saurer Lésung. 





Fir die ausgezogene Kurve bedeutet 
kK, . (H"] 
5 (obere Skala 
Ky 
der Abszisse), die Ordinate : 
K,, . {H’] 
Fur die experimentelien Punkte bedeutet 
die Abszisse: py (untere Skala der 
A 


die Abszisse : log — 
log ( 1 + Ke ) 
Abszisse), die Ordinate: log i 


ergibt sich pk, = 13,95 — 2,15 
= 11,80 oder kb, = 16. 10°". 
Kanitz (II, 3) fand 2,6. 10-%, 
Hitcheock (II, 2) 1,57 .10-”. 
Wenn wir nun zu der alkali- 
schen Seite iibergehen, so werden die 
Verhaltnisse dadurch kompliziert, 
daB wir hier mit zwei aufeinander- 
folgenden Saurekonstanten des Tyro- 
sins rechnen miissen. Ich wendete 
folgendes graphische Verfahren an. 
Zunachst wurden die experimente!! 


bestimmten Punkte fiir log 4/4 als Funktion von py, in Abb. 5 ein- 
getragen. Nunmehr wurde die Léslichkeitskurve fiir eine beliebige 
einwertige Saure tiber derselben Abszisse konstruiert, und es wurde 
versucht, durch Horizontalverschiebung dieselbe der experimentellen 
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Kurve anzuschmiegen. Dies gelang aber nicht gut. Kurve I (Abb. 5) 
ist die theoretische Kurve. Sie hat deutlich eine andere Neigung als 
die experimentelle. Nunmehr wurde auf Grund von Formel (4) die 


theoretische Léslichkeitskurve 
fiir eine zweibasische Saure kon- 
struiert, fiir welche k,:k, = 5:1 
ist. (Kurve V, Abb. 5), ferner eine 
ebensolche fiir &,:k, = 10:1! 
Kurve IV); 20: 1 (Kurve III); 
100: 1 (Kurve Il). Am besten 
velang es, die Kurve III der 
experimentellen Kurve anzu- 
schmiegen. Wir diirfen daher 
annehmen, da8 innerhalb der 
Grenzen der mit dieser Methode 
erreichbaren Genauigkeit die 
beiden Saurekonstanten des 
Tyrosins sich wie 1:20  ver- 
halten. Nunmehr handelt es 
sich um die Bestimmung der 
absoluten GréBe dieser Kon- 
stanten. Ware nur eine Kon- 
stante vorhanden, so wiirde uns 
wiederum der Abszissenwert fiir 
die Ordinate 0,301 direkt diese 
Konstante anzeigen. Fiir eine 
zweibasische Saure trifft das 
theoretisch streng nicht mehr zu. 
Nun bemerken wir aber, daB 
simtliche theoretische Kurven 
von ihrem Anfang (links) eine 
ganze Strecke lang gleich ver- 
laufen. Eine Divergenz der ver- 
schiedenen Kurven, welche die 
Fehlergrenzen der Messung iiber- 
schreitet, macht sich erst be- 
merkbar, wenn die Kurven die 
Ordinate 0,5 oder sogar noch 


<7 7 T mry? 





Uv ~ 4 a . 
4 -3 -2 -7 < 
; 
A. _— 5 3 3 ® 7 
i — 
Abb. 5. 


Léslichkeit des Tyrosins in alkalisch. Losung. 

Fur die fiinf ausgezogenen Kurven bedeutet 
K 

die Abszisse: log ir} (obere Skala), die 


Le: & ew 
( _ “es ‘) q 
Irdinate : log [1 iH") + Ko, (an 
K 
und zwar .."? = 0 fiir Kurve I, 
a 
1/,oo fur Kurve Il, 
==) fir Kurve Ill, 
= yo fir Kurve IV, 
= 1/5 fir Kurve V. 


Fiir die experimentellen Punkte « bedeutet 
die Abszisse: py, die Ordinate: log ~ 


einen héheren Wert erreicht haben. Daraus folgt, da®B wir zur 
Bestimmung der ersten Siurekonstante praktisch genau das friihere 
Verfahren anwenden diirfen, indem wir die Abszisse fiir die Ordinate 
0,301 ablesen. Dann ergibt sich pk, = 9,10 oder k,, = 8. 10” ” und 


daher k,, ungefahr = 4. 10~"'. 
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Die Angaben der verschiedenen Autoren sind folgende: 





Ka, Ka, 
40.10-" — 
40.107 40.10-0) 
7,8. 10-10 85.107" 
Eigene Messung .. . 7,9. 10-10 40.10°-1 


Bei Tyrosin wurden ferner einige Versuche iiber den EinfluB von 
Neutralsalzen auf die Léslichkeit gemacht. 

Der Sinn dieser Versuche ist folgender. Die oben entwickelte 
Theorie der Léslichkeit gilt streng nur, wenn man iiberall die Aktivi- 
taten statt der Konzentrationen der einzelnen Molekiilarten einsetzt. 
Fiir die H-Ionen kennen wir nun stets nur die Aktivitaten, weil die 
H-Ionen elektrometrisch bestimmt sind. Die anderen Molekiilarten 
aber messen wir in wahren Konzentrationen. Wenn nun der Gesamt- 
gehalt der Lésung an gelésten Stoffen, besonders Elektrolyten, nicht 
als unendlich klein angesehen werden kann, kénnen wir die Aktivitaten 
nicht gleich den Konzentrationen setzen. In der Formel (2) und (4) 
bedeuten nun 4 und {4 Aktivitaten, wihrend unsere Léslichkeits- 
bestimmungen mit Hilfe von chemischen Analysen die Konzentrationen 
geben. Fiir den Fall, daB der EinfluB der Salze auf die Aktivitat der 
undissoziierten und der dissoziierten Molekiile der Aminosiuren der 
gleiche wire, wiirde das Verhaltnis 4:4 durch Salze tiberhaupt nicht 
beeinfluBt werden. Dies wird nun streng gewiB nicht zutreffen, da die 
Aktivitaét unelektrischer Molekiilarten durch Salze in der Regel weniger 
beeinfluBt wird als die von Ionen. Aber es wird doch mit einiger An- 
naherung zutreffen, wenn die Gesamtsalzkonzentration nicht zu hoch 
ist und insbesondere, wenn keine Salze mit héherwertigen Ionen zu- 
gegen sind. Um zu zeigen, daB der EinfluB eines einwertigen Salzes 
selbst in ma&Big hoher Konzentration keinen wesentlichen Fehler in 
den friiheren, vereinfachten Ableitungen hervorruft, wurden einige 
Léslichkeitsbestimmungen bei Gegenwart von 0,9 Molen KCl pro Liter 
gemacht. Es zeigt sich, daB (Tabelle V, VI und Abb. 3, 4, 5) die bei 
einem bestimmten py mit und ohne KC] gefundenen Léslichkeiten 
praktisch gleich sind. Um so mehr diirfen wir annehmen, da8 in den 
anderen Versuchen, wo nur die sehr geringen Salzmengen des Puffers 
vorhanden sind, diese Salze keinen sicher meBbaren Einflu8 auf die 
Léslichkeit haben. 

Wir dirfen daher im ganzen Bereich unseres Untersuchungsgebiets 
ohne erkennbaren Fehler die Unterscheidung von Aktivitat und wahrer 
Konzentration vernachlassigen. 
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3. Cystin. 

Das Cystin ist sowohl als Saure wie als Base zweiwertig. Angaben 
iiber seine Dissoziationskonstanten konnten in der Literatur nicht 
vefunden werden. Es muBte deshalb mit einer angenaherten Bestimmung 
des isoelektrischen Punktes oder des Léslichkeitsminimums begonnen 
werden. Diese wurde nach dem Verfahren von Michaelis und David- 
sohn (1, 2) ausgefiihrt durch Feststellung des Optimums der Kristalli- 
sation einer iibersattigten Lésung bei variiertem p, und konstantem 
Salzgehalt. 

Das Cystin wurde zweimal umkristallisiert und 0,3 g in 10 ccm 
0,5 n Natronlauge gelést. Von dieser Lésung wurde je l ccm in die 
elf Mischungen der Tabelle eingefiillt, jedes Réhrchen sofort gut um- 
geschiittelt und die Kristallisation beobachtet. Diese beginnt in den 
mittleren Réhrchen der Reihe fast sofort und ergibt folgendes Bild, 





Réhbrcben Nr. 1 2 3 


n/2 Essigséure, 3 
8n 4 " — 
MRA <0. | —|— 
Dest. Wasser . 5 6 
n/2 NaOH mit 
Cystin, ... l 
Triibungen ... . Rit itolpe sip liga sin tion! @ 


wobei die Zahl der Kreuze den Grad der Triibung bedeutet. Die Ab- 
lesung geschah nach 3 Minuten. Der weitere Verlauf ist in der folgenden 
Tabelle angegeben, wobei die liegenden Kreuze eine sedimentierte 
Kristallisation bedeuten, die stehenden Kreuze eine diffuse Triibung. 
0 bedeutet Klarheit der Lésung. Das Kristallisationsoptimum liegt 
also zwischen den Réhrchen 2 und 7. Es besteht also eine isoelektrische 
Zone etwa von py 3 bis 5. Der isoelektrische Punkt liegt also jedenfalls 
in der Gegend von py = 4. Diese Feststellung geniigt in Anbetracht 
der Breite der isoelektrischen Zone, um eine geeignete Pufferlésung 
vorausbestimmen zu kénnen, in welcher das Léslichkeitsminimum 
untersucht werden konnte. 





Rébrchen Nr. 1! 2 3 4 5 6 7 s ll 


Nach 5 Min. . xX x x xx x x «Xx xx&K | Kx x > ~ 0 
xx | KKK KKRKKIKKKK KKK KKK KKK KKK KKK RK 0 
x«K KK KK KK KKK MK KKK RRR RK KKM MK KKM KR x 0 
xw« IKK KKK KKK KKK KKK KK . 0 


5,05 5,05 4.50 3,85 3,55 3,20 2,91 2,75 260 240 223 





Fiir die eigentlichen Versuche wurde das Cystin (Kahlbaum) folgender- 
maBen umkristallisiert. Es wurde in verdiinntem Ammoniak gelést, unter 
Zusatz von Blutkohlé filtriert, und das Filtrat bei vermindertem Druck bis 
zur Kristallisation eingeengt. Ndétigenfalls wurde ein Rest von Ammoniak 
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mit Essigsiure neutralisiert. Die Kristalle wurden mit Wasser, dann mit 
Alkohol und Ather gewaschen und getrocknet. Die Drehung  betrug 


100 . 1,03 
(<)> ae) = — 103° Iproz. Lésung von Cystin in Iproz 


Ammoniak (nach Gaskell 97,5°). («}}; — ~ — = 


Lésung von Cystin in 20proz. HCl (die Angaben der Literatur schwanke: 
von 205 bis 224°, siehe Biochemisches Handlexikon von Abderhalden). 


— 218° 1 proz. 


Die Léslichkeitsbestimmungen wurden unter denselben Be. 
dingungen wie bei den anderen Aminoséuren ausgefiihrt. Als Lésungs- 
mittel zur Bestimmung des Léslichkeitsminimums wurde eine Lésung 
von | Mol Essigsiure und 0,2 Mol Natriumacetat im Liter benutzt. Ver- 
gleichende Versuche, bei denen die Sattigung direkt und andererseits 
nach vorheriger Ubersiattigung durch Erwiirmen auf 50° angestrebt 
wurde, zeigten, daB erst nach 3 bis 4 Tage langem Schiitteln das 
definitive Gleichgewicht eintrat. In Anbetracht des Umstandes, dai 
auBerhalb des isoelektrischen Punktes die Sattigung schneller geschieht, 
wurden alle anderen Versuche mindestens 50 Stunden lang geschiitteit 
und dann in der friiher beschriebenen Weise im Luftthermostaten 
von 25° schnell durch Asbest filtriert. Die Filtrate wurden einerseits 
zur Stickstoffbestimmung, andererseits zur py-Bestimmung benutzt 
Die Wasserstoffelektrode erwies sich als ungeeignet fiir die p,-Be- 
stimmung. Dies war zu erwarten, weil Cystin leicht reduziert werden 
kann. Es stellt sich kein konstantes Potential ein. Dagegen geiang es 
ganz leicht, die py,-Bestimmung mit der Chinhydronelektrode aus- 
zufiihren, welche von Bijlman (I, 5) fiir diesen Zweck eingefiihrt wurde 
und mit groBem Erfolg seitdem vielfach fiir diesen Zweck benutzt 
worden ist. Die Methode wurde in folgender Weise ausgefiihrt. Als 
Elektrodengefa8 benutzte ich dasselbe wie fiir die Wasserstoffelektrode, 
die birnférmige Elektrode nach Michaelis, aber mit blankem, nicht 
platiniertem Platin. Das Platin wurde zur Entfernung etwaiger organi- 
scher Verunreinigungen der Oberfliche (Spuren von Fett) jedesma! 
vor dem Gebrauch ausgegliiht. Die zu untersuchende Fliissigkeit 
wurde mit etwas Chinhydron versetzt, bis die Lésung schwach gelb 
wurde, und dann in das Elektrodengefa8 derart eingefiillt, daB der 
ganze Hohlraum desselben luftblasenfrei mit der Lésung ausgefiillt war. 


Als Vergleichselektrode wurde eine ebensolche Chinhydron- 
elektrode mit Standardacetatlésung benutzt, deren py = 4,62 an- 
genommen wurde. Die beiden Elektroden wurden durch gesittigte 
KCl-Lésung verbunden. Die Messungen geschahen im Luftthermo- 
staten bei 25°. Das Potential stellt sich sehr schnell ein und bilt sich 
gut konstant. Leider ist dieses sehr bequeme Verfahren bei alkalischer 
Reaktion nicht brauchbar, weil das Hydrochinon, das eine Disso- 
ziationsprodukt des Chinhydrons, bei alkalischer Reaktion meBbar 
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Tabelle VII. (Cystin, saure Seite.) 





Volumen d. | N nach Kors N Li 
. untersuch- rektur des N pro Liter | N,pro Liter 
Zusammensetzung der Lésungen Pu ten Filtrats | blinden N ( Mittelwert) 


com mg mg mg 


10 15,694 1569.40 
. 9° 10 15,578 1557.80 1565.00 
5 7.878 1575.70 

25 9,655 386.20 

gk a ee 15 2 9,627 385,20 
9,669 386,80 

1,335 53,40 

i eee a A ee es 2: 1,321 52,85 
1,300 52.00 
0,702 28.10 
0,700 28,10 
0,672 26,90 
0.317 12,70 
0.331 13,30 
0,331 13,30 
0,317 12,70 
0317 12:70 
0,303 12,10! 
. Essigna 0,658 13,20 
Say gr ae i 3,76 0,658 13,20 
nS Ha Aastas | 50 0,650 13,00 
50 0.630 12,60 

3,79 50 0,644 12,90 
5O 0,632 12,60 

Tabelle VIII. (Cystin, alkalische Seite.) 
_n/lO Essigsiure) gag) oe 
n/10 Na-Acetat| my - 0644 , 
I 
1 


_n/l00 HCI . 


a a, 


* 


+. 5n Essigséure | 
n/10 Na-Acetat | 


wo 


3,77 


te to bo tebe te te te 
aS 7 on oe ox * 
Y 


zat be 
SS & 








3.5 
2,9 
2.9 
2. n/lO Essigsiure} sik. = vee ~ 
2n Na-Acetat | ’ rt 0341 138 
2: 92 9,7 

3. m/30 sek, Phosphat Re 9; ca a 
m/300 prim. Phosphat . : 0478 19] 


0.685 27.4 

. m/30 sekund. Phosphat 0,699 28.0 27.6 
0,685 27.4 
1577 63,1 

.m/200 NaOH .... 2 1,563 62.5 62,3 
1,535 614 
1,008 100.8 

3 n/l00O NaOH. .... ' 1,035 103.5 101.7 
1,007 100.7 
1.952 195.2 

pane MeO... 6. ss 9, 1,938 193.8 192.4 
1,882 188.2 
3 7,318  1463,6 

. 2 \o). H 7,290 1458.0 1459.0 
7,276 1455.2 
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elektrolytisch dissoziiert ist und die Voraussetzung, daB wir in Lésuny 
gleiche Mengen von undissoziiertem Hydrochinon und Chinon, oder 
wenigstens ein genau angebbares Mengenverhiltnis der beiden, vor uns 
haben, vereitelt. Fiir das alkalische Gebiet wendete ich deshalb das 
Verfahren mit einfarbigen Indikatoren der Nitrophenolreihe nach 
Michaelis (I. 6) mit Zuhilfenahme eines Komparators mit Blauscheibe 
an. Die Genauigkeit dieses Verfahrens kann wegen des etwaigen Sal:- 
fehlers nicht ganz so groB, aber doch nicht viel kleiner als bei der elektro- 
metrischen Messung veranschlagt werden. Die Resultate sind in 
Tabelle VII und VIII verzeichnet, und aus den Mittelwerten ist die 
Tabelle IX angelegt. Diese Werte sind in den Diagrammen 6, 7 und 8 


Tabelle 1X. (Cystin.) 





N pro Liter 
mg 


N pro Liter \ \ , 
Pu mg og A og 1 — logé Pu 


log A log A — log / 
0,83 1568.00 3,195 2,088 13,5 1,130 0,023 
115 = 386,10 «2.587: 480 193 1.286 0.215 
1,70 52,70 1,723 0,616 32,1 1,441 0,334 
2,10 27,70 1,443 0,336 . 62,3 1,795 0,688 
299 «©1310 =«6LLIT—s«010 101.7 —- 2.007 0.900 
378 «861278 | (1107 0 1924 2.284 11177 
4.59 0,010 : 1459.0 3,164 2.057 





ph —> 


Abb. 6. Léslichkeit des Cystins. Bezeichnungen wie in Abb. 1. 


aufgezeichnet. Das Léslichkeitsminimum des Cystins ergibt sich fiir 
25° N-Gehalt 12,78 mg pro Liter, Cystin 0,1097 g pro Liter. 

Nach K. A. H. Mérner (IV, 1) list sich ein Teil Cystin in 9000Teilen 
Wasser bei gewéhnlicher Temperatur, d.h. 0,111 g pro Liter. 

Betrachten wir zuniachst die saure Seite (Abb.7). Es wurde 
wiederum eine theoretische Kurve konstruiert fiir eine einwertige 
Saure. Diese schmiegt sich der experimentellen Kurve, wie man sieht, 
durchaus nicht an. Von den anderen versuchsweise konstruierten 
theoretischen Kurven scheint sich am besten diejenige fiir K,:K, = ', 
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den beobachteten Punkten anzuschmiegen. Wenn wir nach dem friiher 
geschilderten Verfahren die Dissoziationskonstanten bestimmen. so 


finden wir, daB in Abb. 
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Abb. 7. 


Léslichkeit des Cystins in saurer Losung. 
Fur die vier arent Kurven bedeutet 
K,, .(H" 
die Abszisse : log "7 
w 


die Ordinate: 


og K., Bs, ( Ke. 


(obere Skala), 


Kp, > 
by 


und zwar 1, fiir Kurve I, 
1's fir Kurve Il, 
= yo fir Kurve III, 
= 1) fiir Kurve IV. 
Fur die experimentellen Punkte bedeutet 


die Abszisse: py, die Ordinate: log ; 





die Ordinate 0,301 dem Abszissenpunkt 
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Abb. 8 
Léslichkeit des Cystins in alkalischer Lésung 
Bezeichnungen wie in Abb. 5 
fle 


A 


a 
1 


1) fiir Kurve 1, 


' so00 fir Kurve II, 
‘100 fiir Kurve TI, 
‘oo fiir Kurve TV 
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Pu = 2,20, doh. poy = 11,75 entspricht. Das ergibt als erste Basen- 
konstante des Cystins 1,8.10°-'? und dementsprechend als zweite 
Konstante ungefahr 4,5. 10~'. 

Betrachten wir jetzt die alkalische Seite, welche in der Abb. 8 
dargestellt wird, so scheint sich am besten eine theoretische Kurve fiir 
K,/K, = */19 den experimentellen Beobachtungen anzuschlieBen. Als 
erste saure Dissoziationskonstante ergibt sich pk, = 7,85 oder 
K, = 1,4.10~-° und die zweite Saiurekonstante kann man daher zu 
1,4. 10—" abschiatzen. 

In bezug auf die Bezeichnungsweise erste, zweite Saure- bzw. 
Basenkonstante ist noch zu bemerken, daB sie im Sinne der ilteren 
Vorstellung gemacht sind, wonach jede durch py-Messung in alkalischer 
Lésung gewonnene Konstante als Siurekonstante, jede durch 
Pu-Messung in saurer Lésung gewonnene Konstante als Basenkonstante 
bezeichnet wird. Dazu liegt nach den oben zitierten Untersuchungen 
von Bjerrum heute kein Recht mehr vor. Da jedoch die Theorie der 
Léslichkeit von der verinderten Auffassungsweise iiber den Sinn dieser 
Konstanten nicht abhingt, so begniigen wir uns mit der Angabe der 
in dem Aalteren Sinne ausgedriickten scheinbaren Konstanten. 


Zusammenfassung. 


Es wird die Léslichkeit von Leucin, Tyrosin und Cystin bei 25° 


und variiertem pq, untersucht und die Theorie von Michaelis gepriift. 
Am einfachsten lat sich die Theorie fiir Leucin bestatigen, welches 
sowohl als Saéure wie als Base einwertig ist. Das Tyrosin ist als Saéure 
zweiwertig, das Cystin sowohl als Saiure wie als Base zweiwertig. Unter 
Beriicksichtigung dieses Umstandes wird die Theorie ebenfalls bestatigt. 
Zu diesem Zwecke hat man als Dissoziationskonstanten anzunehmen : 





Fir 25° Leucin Tyrosin Cystin 
Saurekonstante | 1. Stufe Ka 3,16 .10-7° Ka, 7,94. 10-10 Ka, 1,4, 10-° 
‘ \2. Stufe _ . Kaz 7,94.10-) Ka, 14,1071 


. Stufe ||Ky = 28.107 Ky, = 1,6.10-? Kp, = 18.107 


l 
Basenk nstante! - s 
: \2. Stufe — _ Ki, — 4,5.10-™ 
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Uber die Vergirung 
der a-Ketoglutarsiure durch das Bacterium xylinum. 


Von 
Ryuzo Iwatsuru. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 5. Oktober 1925.) 


Vor kurzem haben C. Neuberg und F. Windisch') eine stark wirk- 
same Carboxylase in den EHssigbakterien aufgefunden. Das Vorkommen 
dieses Enzyms an dieser Stelle ist um so bemerkenswerter, als jene 
Mikroorganismen eigentlich nicht Zucker vergiren, sondern auf die 
Verarbeitung des Alkohols angewiesen sind, der ihnen in der Natur 
von den wahren Erregern der geistigen Girung zubereitet wird. Wie 
Neuberg des éfteren®) betont hat, kommt die universelle Bedeutung 
der Carboxylase darin zum Ausdruck, daB dieses Ferment auch solche 
Ketosauren angreift, die sicherlich nicht bei der Spaltung des Zuckers 
auftreten, wohl aber sonst im Stoffwechsel von Bedeutung sind. 

Neuberg und Windisch haben (I. c.) die carboxylatische Wirkung 
von Bacterium ascendens und xylinum auf die Brenztraubensiure 
sowie Oxalessigsiure festgestellt. Auf Anregung von C. Neuberg habe 
ich untersucht, ob das zur Gruppe der Essigbildner gehérige Bacterium 
xylinum Carboxylase enthalt, die komplizierter gebaute a-Ketosauren 
zu spalten vermag. Als eine solche wihlte ich die a-Keloglutarsdure 
uad konnte nachweisen, daB diese verhaltnismaBig glatt decarboxyliert 
und ganz in Analogie zu ihrer Umwandlung durch Hefencarboxylase *) 
in Bernsteinsaure tibergefiihrt wird. 

Damit ist gezeigt, daB eine in dem Essigsiurebakterium B. xylinum 
vorkommende Carboxylase gegeniiber einer Ketosiure wirksam ist, 
die in keiner Beziehung zur Hauptfunktion des Erregers, zur Essig- 
bildung, steht. 


') C. Neuberg und F. Windisch, diese Zeitschr. 166, 454, 1925. 

2) C. Neuberg, Der Zuckerumsatz der Zelle. S. 31, Jena 1913, und in 
C. Oppenheimers Handb. d. Biochem., 2. Aufl., 2, 467, 1924. 

3) C. Neuberg und M. Ringer, diese Zeitschr. 71, 226, 1915. 
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Versuch 1. 

2g a-Ketoglutarsiure wurden in 100 ccm physiologischer Koch- 
salzlésung gelést und mit 5g Calciumcarbonat versetzt. Alle drei 
Materialien waren keimfrei. Hinzugegeben wurden 53,8 g einer sterilen 
Kultur von B. xylinum (= 5,55 g Trockenbakterien). 

Nach dreitagiger Aufbewahrung im Brutschrank (bei 28°), wahrend 
der wiederholt geschiittelt worden war, wurde filtriert. Der Schlamm 
von Kreide und Bakterienleibern wurde griindlich ausgewaschen. Das 
Filtrat wurde auf 30ccm im Faust-Heimschen Verdunstungskasten 
eingeengt und ohne Riicksicht auf eingetretene Triibung mit starker 
Phosphorsiure bis zur sauren Reaktion gegeniiber Kongo versetzt. 
Die nunmehr filtrierte Fliissigkeit wurde dann erschépfend im Per- 
kolator mit Ather extrahiert. Aus dem Ather schieden sich direkt 0,76 g 
Bernsteinsaure ab. Die Mutterlauge wurde verdampft. Es hinterblieb 
eine 6ldurchtrinkte Kristallmasse, die auf Ton gestrichen wurde und 
noch 0,27 g Bernsteinsiure lieferte. Beide Portionen zeigten den 
Schmelzpunkt 181°. Die gesamte Ausbeute belief sich auf 1,03 g 
= 70 Proz. der Theorie. 

0,1157 g Bernsteinsiure verbrauchten zur Neutralisation 19,5 cem 
n/l0 KOH, statt der berechneten 19,6 ccm. 


Versuch 2. 


lg a-Ketoglutarsiure in 500ccm steriler physiologischer Koch- 


salzlésung, 2,5g kohlensaurer Kalk. Beimpfung mit 77g frischer 
= 7,5g trockener Masse von B. xylinum. Nach dreitigiger Auf- 
bewahrung bei 28° und Aufarbeitung wie bei Versuch 1 wurden 0,24 ¢ 
Bernsteinsiure vom Schmelzpunkt 182° gewonnen. Ausbeute: 30 Proz. 
der Theorie. 


Versuch 3. 

Gleichzeitig wurden 500ccm physiologischer Kochsalzlisung mit 
2,5 g Caleiumcarbonat und 29g frischen = 2,9g trockenen Xylinum- 
bakterien unter sterilen Bedingungen versetzt. Aufarbeitung nach 
72 Stunden. Im ganzen wurde 0,01 g einer Siure erhalten, die bei 
180° schmolz; es handelt sich um jene Spur Bernsteinsiure, die durch 
Autolyse der Bakterienleibessubstanz gebildet wird. 

Wie schon C. Newberg und M. Ringer (l.c.) gezeigt haben, ist 
a-Ketoglutarsiure in wisseriger Lésung bestandig und gibt jedenfalls 
nicht zur freiwilligen Entstehung von Bernsteinsiure AnlaB. Die 
Ausschlage sind demnach so erheblich, daB an der Bildung von Bernstein - 
siure aus a-Ketoglutarsiure bei carboxylatischer Wirkung des 
B. xylinum kein Zweifel méglich ist. 








Uber die Perhydridase des Kuhcolostrums und der Kuhmilch. 


Von 


D. Michlin. 


(Aus der biochemischen Abteilung des Staatlichen Instituts fiir experimentelle 
Veterinarie in Moskau.) 


(Eingegangen am 1. November 1925.) 


Zur Untersuchung des oxydo-reduzierenden Ferments der Milch 
wird entweder die Methylenblau- oder die Nitratmethode angewandt. 
Erstere ist, wie bekannt, von Schardinger (1) in die Milchuntersuchung 
eingefiihrt worden. In der Milchpraxis, wo die Schardingersche Reaktion 
sich als ein Verfahren fiir die Unterscheidung ungekochter Milch von 
gekochter eingebiirgert hat, halt man fiir festgestellt (Schardinger, 
Schern), daB die frische rohe Kuhmilch innerhalb 10 bis 12 Minuten 
diese Reaktion auslésen miisse. Die Reaktion Schardingers hat hier 
nur eine qualitative Bedeutung, weswegen auch die Schwankungen der 
Reaktionszeit innerhalb dieser Grenzen nicht in Betracht gezogen 
werden. Fiir das theoretische Studium des Schardinger-Enzyms oder 
der Perhydridase verfiigen wir dagegen iiber eine von Bach (2) an- 
gegebene quantitative Methode, namlich tiber die exakte und auBer- 
ordentlich empfindliche Nitratmethode. Diese Methode gestattet, 
geringste Enzymquantitaten zu bestimmen, welche mit der Methylen- 
blaumethode unbestimmbar sind. In vorliegenden Untersuchungen 
benutzten wir daher die Methylenblaumethode in der Form, wie sic 
seinerzeit durch Schardinger vorgeschlagen wurde, nur fiir qualitative 
Bestimmungen. Alle quantitativen Bestimmungen des Enzyms wurden 
dagegen mit der Bachschen Nitratmethode ausgefiihrt. Folgende 
Fragen wurden ins Auge gefaBt: 

1. Perhydridasegehalt des Colostrums, sowohl bei Kiihen, dic 
keinmal, wie bei denen, die mehrmals lactiert haben. 


2. Perhydridasegehalt der Milch der frischmilchenden Kiihe 
wahrend des ersten Monats nach der Entbindung (im Zusammenhany 
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mit dem haufigen Ausbleiben der Schardinger-Reaktion bei der- 
artiger Milch). 


3. Veranderungen des Perhydridasegehalts der Milch altmilchender 
Kiihe 1 bis 6 Monate nach der Entbindung. 


4. Zusammenhang zwischen dem Fettgehalt und dem spezifischen 
Gewicht der Milch einerseits und ihrem Gehalt an Perhydridase 
andererseits. 


Fiir unsere Untersuchungen wurden zwei Herden von 18 bzw. 
19 Kiihen wahrend des Winters und Sommers 1925 in Beobachtung 
genommen. Wahrend der Untersuchungen befanden sich die Kiihe in 
einem hellen, warmen Stall und erhielten ein Futter, das aus bestimmten 
Mengen Heu, Kleie und Wurzelfriichten bestand. Die beiden von uns 
untersuchten Herden gehérten zu einer Modellanstalt und dienten zu 
Unterrichts- und Musterzwecken, so daB ihr Gehalt streng reguliert 
wurde. 


Kuheolostrum. 


Die Literaturangaben iiber den Gehalt an Schardinger-Enzym 
im Colostrum der Kihe sind, soweit wir wissen, sehr wenig zahlreich 
und einander widersprechend. 


Gruber (3) hat das Enzym in der Colostralmilch der Kiihe nicht auf- 
gefunden. Sassenhagen (4) fand unbedeutende Mengen des Enzyms nur 
in den oberen Schichten. Schern (5) konnte in einigen Fallen das Enzym 
nachweisen, in anderen dagegen nicht. Samtliche Angaben beruhen auf 
Ergebnissen qualitativer, mit Hilfe des Schardinger-Reagens ausgefiihrten 
Untersuchungen und beziehen sich auf die Colostralmilch, welche in den 
ersten Tagen nach der Entbindung gewonnen wird. Ganzlich unerforscht 
bleibt die Frage iiber den Gehalt an Perhydridase im eigentlichen Colostrum, 
d. h. in demjenigen Eutersekret der Kuh, welches wahrend eines Intervalls 
zwischen zwei Lactationsperioden gebildet wird. Ferner fehlen, soweit 
wir wissen, auch alle Angaben iiber den Gehalt an Perhydridase im Brust- 
driisensekret der erstmalig schwangeren Kuhkalber. Diese letzte Frage 
ist aber fiir die Physiologie der Perhydridase von Interesse. Nach den 
Arbeiten von Trommsdor{ (6), welcher gezeigt hat,-da®B vollkommen sterile, 
unerwirmte Milch eine reduzierende Fihigkeit besitzt, kann als fest- 
gestellt betrachtet werden, da® das Schardinger-Enzym ein praformiertes 
Enzym ist, welches seine Existenz der sezernierenden Arbeit der Brust- 
driise verdankt. Dabei entsteht aber die Frage, ob die Fermentbildung 
in der Milchdriise durch eine bestimmte Entwicklung ihrer Lactations- 
fahigkeit bedingt ist, oder ob das Sezernieren der Milch und die Bildung 
der Perhydridase voneinander ganz unabhangige Prozesse im Euter <dar- 
stellen. Zur Aufklirung dieser Frage scheint uns das Studium der Per- 
hydridase im Brustdriisensekret auGerhalb der normalen Lactation geeignet 
zu sein. Das Colostrum der Tiere, die schon lactiert haben, stellt das Se- 
kretionsprodukt der schon entwickelten Driise dar, die jedoch, wahrscheinlich 
durch die Assimilationstatigkeit der Placenta, gehemmt wird [Schein (7)]}. 
Die Euterausscheidungen der erstmalig schwangeren Kiihe aber bilden 
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das Sekret einer noch niemals lactierten Driise, die ihren vollstandige 
Entwicklungszustand noch niemals erreicht hat. Damit hangt es eben 
zusammen, da8 die Zusammensetzung des Colostrums bei erstmaliy 
schwangeren Kiihen sich von der Zusammensetzung des Colostrums, welches 
im Intervall zwischen zwei Lactationsperioden und in den ersten Tagen 
nach der Entbindung genommen wird, unterscheidet. Fiir das Colostrum 
der Kiihe, welches 5 Wochen vor der ersten Entbindung erhalten wurde, 
fiihrt Kénig (8) folgende Zahlen an: Wasser 72,0 Proz., Casein + Albumin 
24,84 Proz., Fett 0,93 Proz. Fiir das unmittelbar nach der Entbindung 
gewonnene Colostrum fanden Wéinterstein und Strickler (9) Gesamteiweil 
9,13 Proz., Fett 2,4 Proz. Wir untersuchten das Colostrum der erstmalig 
schwangeren Kuh 4 Tage vor der Entbindung und fanden: Gesamteiweil 
nach Winterstein und Strickler 18,76 Proz., das Fett nach Gerber 0,8 Proz. 


In bezug auf Perhydridasegehalt unterscheidet sich das Colostrum 
der erstmalig schwangeren Kiihe von dem der friiher schon lactierten 
Kiihe noch deutlicher. Wir hatten in unserer Beobachtung acht trocken- 
stehende Kiihe, deren Colostrum wahrend der letzten 2 bis 6 Wochen 
des Trockenstehens untersucht wurde, und drei erstmalig schwangere 
Kiihe, von welchen zwei wahrend 4 bis 5 Monaten, die dritte aber 
wahrend der letzten 2 Wochen vor der Entbindung in unserer Beob- 
achtung sich befanden. 


Unsere Untersuchungen beziehen sich auf frisches, nicht stagniertes 
Colostrum. Das im Euter stagnierende Colostrum der Kiihe, die schon 
lactiert haben, wie auch solcher, die noch niemals lactierten, reduziert 
Nitrat zu Nitrit mit gleicher Energie. Wir aber fiihrten unsere Unter- 
suchungen mit dem Colostrum, welches nach einer vorausgehenden 
Entleerung des Euters gewonnen wurde. 


Die Kiihe wurden gemolken am Vorabend des Versuchstages. Am 
nachsten Morgen gewannen wir aus dem Euter das Colostrum zw 
quantitativen Bestimmung der Perhydridase. Von der auf diese Weise 
gewonnenen geringen Menge Colostrum wurde je 1 ccm in zwei Reagenz- 
glaser gebracht. Eine der Proben wird aufgekocht; sie diente zur 
Kontrolle. In Fallen, wo sich bei dem Aufkochen ein Kliimpchen 
bildete, wird es mit einem Glasstab zerrieben. Die aufgekochte Probe 
wurde bis auf Zimmertemperatur abgekiihlt, und jedes Reagenzglas 
erhielt alsdann je 1 ccm 10proz. NaN O,-Lésung und je 0,5 cem 2proz. 
Acetaldehydlésung. Beide Reagenzglaser wurden bei 65° ins Wasserba< 
gestellt. Nach Verlauf einer halben Stunde wurden in jedes Reagenzglas 
je 2ccm einer geséttigten Lésung von basischem Bleiacetat hinzu- 
gefiigt (EiweiBfaillung). Die Fliissigkeit wurde in graduierte Kolori- 
meterréhren abfiltriert und das Nitrit quantitativ nach Lunge-Ilosvay 
bestimmt. Die Menge des dabei gewonnenen Nitrits ist, wie Bach 
gezeigt hat, dem Fermentgehalt der zur Untersuchung genommene: 
Fliissigkeit (Colostrum) proportional. 
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Wie aus der angefiihrten Tabelle ersichtlich ist, wird Nitrat durc) 
das Colostrum der Kiihe, die friiher schon lactiert haben, stets energisc'|) 
zu Nitrit reduziert. Mit der Annaherung des Entbindungstermins steigt 


der Perhydridasegehalt des Colostrums zuerst langsam an, sinkt aber 


nach Erreichen des Maximums allmahlich wieder. Diese Abnahme 
besteht auch noch in der Colostralmilch in den ersten Tagen nach der 


Entbindung. 


Ganz anders verhalten sich Ausscheidungen der Brustdriise der 
erstmalig schwangeren Kiihe. Wahrend 4 bis 5 Monaten konnten wir 


bei zahlreichen Untersuchungen in ihnen nur ein einziges Mal minimal« 
Perhydridasemengen auffinden. Wahrend fast der ganzen Schwanger- 
schaftsdauer fehlt das Ferment in den Ausscheidungen vdéllig; es er- 
scheint erst 1 bis 2 Wochen vor der Entbindung. 


Die Perhydridase der Milch frischmilechender Kiihe. 


Schardinger, welcher die Fahigkeit der frischen, ungekochten Milch, 
Methylenblau zu reduzieren, entdeckt hatte, schlug als Reagens zur 
Unterscheidung der gekochten Milch von der ungekochten, ein Gemisch 
von 5ccm gesittigter Methylenblaualkohollésung, 5 ccm Formalin und 
190 com Wasser vor. Abgesehen von den Widerspriichen in den Auf- 
fassungen des Mechanismus der Schardinger-Reaktion, wurde gegen 
ihre praktische Bedeutung kein Einwand erhoben. 1909 bemerkte 
jedoch Schern, daB die Schardinger-Reaktion in einigen Fallen sogar 
mit frischer, ungekochter Milch negativ ausfallt. Die Kuhmilch namlich 
in den ersten 2 bis 8 Wochen nach der Entbindung (die sogenannte 
Frischmilch) bewirkt gar keine Entfarbung des Schardinger-Reagens 
oder bewirkt sie a4uBerst langsam. In Kénigs ,,Chemie der menschlichen 
Nahrungs- und GenuB8mittel“ und auch in der letzten Auflage des ,, Hand - 
buchs der Biologischen Arbeitsmethoden“ von Abderhalden (11) wird 
die Schardinger-Reaktion fiir ein unsicheres Mittel zur Unterscheidung 
der ungekochten Milch von der gekochten erklart. AuBer dieser prakti- 
schen Bedeutung der Schardinger-Reaktion hat aber die Milchper- 
hydridase auch ein groBes theoretisches Interesse. Von diesem Stand- 
punkt aus ist es wiinschenswert, mit Hilfe der Bachschen Nitrat- 
methodik die Frage iiber das Vorhandensein der Perhydridase in der 
,Frischmilch“ naher zu untersuchen. 

Die Methylenblaumethode, wie sie in der Milchpraxis angewendect 
wird, ist fiir den Nachweis geringer Quantitaiten des Enzyms in der 
Milch unbrauchbar. Auf den hemmenden Einflu8 des Formaldehyds 
auf die Fermentwirkung hat schon Schardinger hingewiesen. Ein- 
gehender wurde die vergiftende Wirkung des Aldehyds auf die Per- 
hydridase von Bach studiert. Bei héherem Fermentgehalt, welcher 
die Milch altmilchender Kiihe charakterisiert, ist der Formaldehy:! 
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nicht imstande, eine véllige Hemmung hervorzurufen, so daB die 
Keaktion mit der Methylenblaureduktion stets positive Erfolge ergibt. 
Bei geringeren Enzymmengen, die man in der Milch der frischmilchenden 
Kithe beobachtet, kann die hemmende Wirkung des Formaldehyds die 
vollstandige Entfarbung des Methylenblaus verhindern. Wir ersetzten 
daher den Formaldehyd durch Acetaldehyd in dem Schardinger- 
Reagens. Das von uns angewandte Reagens enthalt somit 5 ccm ge- 
sittiger Alkoholmethylenblaulésung + 5cem Acetaldehyds + 190 com 
destillierten Wassers. 

Wir verfuhren auf folgende Weise: In drei Reagenzglaser von 
gleichem Durchmesser werden je 10 ccm kuhwarme Milch einer frisch- 
milehenden Kuh eingefiihrt, und eine der Proben wird aufgekocht. 
Nach Abkiihlen wird zu dieser Probe und zu einer der tibrigen je 1 cem 
AM (Acetaldehyd + Methylenblau) hinzugesetzt. In das dritte Reagenz- 
glas wird 1 ccm des urspriinglichen Schardinger-Reagens (Formaldehyd 
+ Methylenblau) hinzugezogen. Alle drei Proben werden im Wasserbad 
bei 65° stehengelassen. Die Ergebnisse sind in folgender Tabelle wieder- 
gegeben, wo + und — die Entfarbung oder die Nichtentfairbung der 
Mischung wahrend der ersten 30 Minuten bezeichnen. Unseren Beob- 
achtungen nach entfarbt die Milch altmilchender Kiihe das Reagens 
innerhalb der ersten 10 Minuten. Die von Schardinger eingehaltene 
Dauer von 30 Minuten geniigt durchaus zur Beurteilung des Ausfalls 
der Reaktion. 





Tabelle 11. 
? Mit Acetal- 
pawn Mtn Ma 
Kuh Nr. 2 Vom 2. pt _ 24. Vv. “7 
kalbt am 2. V. 1925 29, v 
kalbt am 16 VIL. 1925 Vom 16. VIL. bis 28. VII 
a than Vom 13. VI. bis 18. VII. Pr 
kalbt am 12. VI. 1925 Boe + 
wa we ie Vom 3. VI. bis 17. VI. a 
kalbt am 2. VI. 1925 pagel + 
Kuh Nr. 38 Vom 19. VI. bis 13. VI. -m 


kalbt am 17. VI. 1925 


Es geht aus dieser Tabelle hervor, daB das AM-Reagens in siémt- 
lichen von uns beobachteten Fallen durch die Milch ,,frischmilchender“ 
Kiihe entfarbt wurde, wahrend FM-Reagens durch erst 3 bis 4 Wochen 
nach der Entbindung gewonnene Milch sich entfarben laBt. Deshalb 


eT 
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halten wir es fiir ratsam, Acetaldehyd anstatt Formaldehyd zur Aus. 
fiihrung der Reaktion in der Praxis anzuwenden. Dieses Reagens hat 
sich fiir die Milch altmilchender sowie auch frischmilchender Kiihe 
als brauchbar erwiesen. 


Bei der Anwendung der Bachschen Nitratmethode haben wir. 
wie es aus der folgenden Tabelle III zu ersehen ist, keine einzige Probe 
Milch sogenannter frischmilchender Kiihe angetroffen, in welcher dic 
Perhydridase fehlt. Mit Hilfe dieser quantitativen Methode konnten 
wir auch noch feststellen, daB wahrend der ersten 3 bis 4 Wochen nach 
der Entbindung der Perhydridasegehalt der Kuhmilch herabgesetzt 
ist und im allgemeinen mit der Entfernung von dem Moment der Ent- 
bindung anwiichst. 


Die Perhydridase der Milch altmilchender Kihe. 


Mit Hilfe der Nitratmethode wurde eine systematische Unter- 
suchung des Perhydridasegehalts der Milch von Kiihen, welche im 
zweiten und dritten Monat der Lactation sich befanden, ausgefiihrt. 
Die Bedingungen, unter welchen die Kiihe wahrend der ganzen Unter- 
suchungsperiode sich befanden, blieben in bezug auf die Fiitterung und 
den Stallunterhalt konstant. Die Melkung erfolgte dreimal taglich 
zu bestimmten Zeiten. Fiir die Versuche wurde stets der Milchertrag 
der Mittagsmelkung (12 Uhr mittags) genommen. Es wurde stets die 
kuhwarme Milch untersucht. Alle Versuche wurden mit denselben 
Reagenzlésungen und in Reagenzglasern gleichen Durchmessers aus- 
gefiihrt. 


Dem ganzen Milchertrag wurden Proben von je lcem fiir die 
Bestimmung der Perhydridase und die Kontrolle entnommen. Diese 
letzte Probe wurde aufgekocht und alsdann auf Zimmertemperaturf 
abgekiihlt. In jedes Reagenzglas wurden je leccm 10proz. NaNO,- 
Lésung und 0,5 cem 2proz. Acetaldehyd gegeben. Beide Reagenzglaser 
wurden 30 Minuten bei 65 bis 67° im Wasserbad stehengelassen. Darauf- 
hin wurden in die Glaser je 2,5 ccm gesattigter Bleiacetatlésung hinzu- 
gefiigt (EiweiBfillung). Die Fliissigkeiten wurden in graduierte Reagenz- 
glaser filtriert und mit gleichen Volumina des Ilosvay-Lungeschen 
Reagens versetzt, das erhaltene Nitrit quantitativ bestimmt. Die 
Mengen des letzteren dienten als MaB des Perhydridasegehalts der 
Milchproben. 


Wie wir sehen, erweist es sich, daB bei streng konstanten Bedin- 
gungen der Fiitterung und des Gehalts die Perhydridasekonzentration 
der Kuhmilch von dem zweiten Monat nach der Entbindung an sich 
einer bestimmten konstanten GréBe nahert. Die Schwankungen nacli 
dieser oder jener Seite betragen im Verlauf von 3 bis 4 Wochen nicht 
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mehr als 5 bis 6 Proz. Diese konstante DurchschnittsgréBe ist fiir jedes 
einzelne Tier, unabhangig von seiner Rasse, charakteristisch. 

Uns standen zur Verfiigung einige Exemplare von Kiihen klein- 
wiichsiger kaukasischer Rasse; obgleich diese Exemplare eine Milch 
mit geringerem Perhydridasegehalt gegeben haben, steht es immerhin 
fest, daB die Schwankungsamplitude des Fermentgehalts im Bereich 
einer und derselben Rasse die Differenz im Fermentgehalt bei Ver- 
tretern verschiedener Rassen iibersteigt. Fiir unsere Versuche benutzten 
wir die Milch von Kiihen sehr verschiedener Rassen, unter weichen 
auBer den russischen Rassen noch die hollaindische, die Simmenthaler, 
die Freiburger und andere vertreten waren. Auf Grund unserer Ver- 
suche ist es uns jedoch nicht gelungen, irgend einen Zusammenhang 
zwischen der Rasse des Tieres und dem Perhydridasegehalt in seiner 
Milech zu konstatieren. 


Das Fett und die Perhydridase der Kuhmilch, 


In Arbeiten tiber das ,,Schardinger-Enzym“ wurde mehrmals auf 
den Zusammenhang zwischen dem Gehalt der Milch an diesem Enzym 
und dem Fettgehalt hingewiesen. 

Bekanntlich geht beim Zentrifugieren der Milch die Hauptmienge des 
Ferments in den Rahm iiber [Seligmann (12), Sbarsky und Michlin (13)). 
Jensen (14) hat gefunden, daB in den beim Ausmelken zuletzt erhaltenen, 
besonders fettreichen Portionen der Milch auch das Schardinger-Enzym 
in gréBeren Mengen als in den ersten Portionen vorhanden ist. Er zieht 
daraus den SchluB, daB das Ferment im Zusammenhang mit dem Fett steht. 
Dieser SchluB steht jedoch im Widerspruch zu den Ergebnissen von Sbarsky 
und Michlin, welche gezeigt haben, daB in der Butter nur ganz geringe 
Mengen Perhydridase vorhanden sind. Bei der Butterproduktion wird 
das Ferment mechanisch von den Fettkérperchen abgetrennt und in der 
entfetteten Buttermilch angesammelt, wo sein Gehalt denjenigen der 
Vollmilch um einigemal iibertrifft. 


Es war von Interesse, diese Frage mittels der Bachschen Nitrat- 
methode aufzukliren. Zu diesem Zwecke wahlten wir 19 Kiihe zweier 
mittelrussischen Rassen (Jaroslawler und Gorbatower), welche unter 
gleichen Bedingungen gehalten wurden. Aus dem mittaglichen Milch- 
ertrag jeder Kuh nahmen wir je 100 bis 150 ccm Milch. Die parallele 
Bestimmung der Perhydridase nach dem oben beschriebenen Ver- 
fahren wurde in Reagenzglisern gleichen Durchmessers, in welche je 
leem Milch genommen war, ausgefiihrt. In der iibrigen Milch wurde 
einige Stunden nach dem Abkiihlen das spezifische Gewicht jeder 
Probe mit Hilfe des Lactodensimeters bestimmt. Daraufhin wurde das 
Fett nach der acidobutyrometrischen Methode Gerbers bestimmt. In 
Tabelle V werden die Ergebnisse einer der zahlreichen Versuchsreihen 
angefiihrt. 


D. Michlin: 





Nr. Spezifisches Fettgehalt Nr.  Spezifisches Fettgebalt 
der Kihe Gewicht Proz. derKiihe Gewicht Proz. 


18 1,0312 35 28 1,0318 4,0 
19 1.0324 3.6 29 1.0314 40 
20 1,0320 3.6 30 10320 41 
21 1,0322 3,7 31 10326 42 
22 1,0332 38 32 1,0322 42 
23 1,0332 3.8 33 1.0318 43 
24 1.0330 3.8 34 1.0316 45 
25 10334 3.9 35 «11,0822 46 
26 1,0320 3,9 36 1,0326 4.6 
27 1.0326 4.0 0.0027 





Einen Zusammenhang zwischen dem spezifischen Gewicht der 
Milch und der Perhydridasekonzentration konnten wir in keinem einzigen 
Falle feststellen, wie auch keinen Parallelismus zwischen dem Fett- 
gehalt der Kuhmilch und der Perhydridase. Die Ergebnisse unserer 
Versuche stimmen vollkommen mit der schon friiher durch Sbarsky 
und Michlin ausgesprochenen Meinung tiberein, wonach der Zusammen- 
hang zwischen der Milchperhydridase und den Fettkérperchen rein 
adsorptiver Art ist und daher das Fett weder an der Fermentbildung, 
noch an der Verstarkung seiner Wirkung irgendeinen Anteil hat. Die 
Fettkérperchen adsorbieren die Perhydridase, welche in der Milch im 
praformierten Zustande vorhanden ist. 


Zusammenfassung. 


1. Das Colostrum der Kiihe, welche friiher schon lactiert haben, 
enthalt betrachtliche Perhydridasemengen, wahrend der ganzen Periode 
des Trockenstehens. 

2. Im Colostrum der erstmalig schwangeren Kiihe erscheint die 
Perhydridase erst 1 bis 2 Wochen vor der Entbindung. 

3. Die Milchperhydridase ist das Sekretionsprodukt einer reifen, 
zur normalen Lactation fahigen Brustdriise. 

4. Perhydridase ist in der Milch der frischmilchenden Kiihe 
vom ersten Tage nach der Entbindung ab stets enthalten und kann 
mit Hilfe der Nitratmethode nachgewiesen werden. 

5. Die einmal eingetretene Fahigkeit der Brustdriise, Perhydridase 
zu sezernieren, bleibt ununterbrochen wahrend des ganzen normalen 
Lebens des Tieres. 

6. Unter mehreren Hundert Milchproben von verschiedenen Rassen, 
Altersstufen und Lactationsperioden, die von uns untersucht wurden, 
haben wir keine einzige Probe angetroffen, in der die Perhydridase 
fehlte. 
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7. Bei streng konstanten Gehaltsbedingungen der Kuh bleibt in 
inrer Milch die Perhydridasekonzentration vom zweiten Monat der 
Lactation an fast konstant und weist im Verlauf eines Monats Schwan- 
kungen in Grenzen von 5 bis 6 Proz. auf. 

8. Mit Hilfe der Nitratmethode der quantitativen Bestimmung 
der Perhydridase wurde gefunden, daB der Fettgehalt der Kuhmilch 
keinesfalls fiir den Perhydridasegehalt dieser Milch als Exponent 
dienen kann. 


Das Versuchsmaterial zu dieser Arbeit verdanke ich Herrn 
Dr. G. A. Sergejeff. 
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Uber die Einwirkung einiger Narkotica auf die chemische 
Zusammensetzung der GroGhirnrinde. 


Von 
Alexander Tscherkes und Henriette Gorodissky. 


(Aus dem _ physiologisch-chemischen Laboratorium des medizinischen 
Instituts zu Charkow.) 


(Eingegangen am 1. November 1925.) 


Die Lipoide gehéren zu den spezifischsten chemischen Bestand- 
teilen des Zentralnervensystems. Die Frage nach ihrer Bedeutung fiir 
die Hirntatigkeit wurde vielfach erértert, was jedoch zu keiner einheit- 
lichen Auffassung fiihrte. Es behaupteten sich vielmehr zwei einander 
villig entgegengesetzte Standpunkte. Auf der einen Seite werden 
die Lipoide von alteren Autoren in den Vordergrund geriickt, und es 


wird ihnen die aktivste funktionelle Bedeutung zugeschrieben. Auf 
der anderen Seite wird die nicht minder begriindete Meinung vertreten, 
ihre Rolle sei rein passiv und es handle sich nur um Substanzen von 
hohem Kalorienwert bzw. lediglich um Brennmaterial. Und es drangt 
sich unwillkiirlich die Frage auf: handelt es sich wirklich nur un 
thermisches Material? Warum sind dann die Lipoide so verschieden- 
artig? Warum ist dann ihr Bau so kompliziert und ihre biologische 
Bedeutung so mannigfach? Wie ist dann ihr EinfluB auf eine ganze 
Reihe fermentativer Prozesse und ihre Rolle in der Immunitat zu er- 
klaren? Was berechtigt dazu, ihre Rolle im Zentralnervensystem, 
also gerade dort, wo sie in besonders groBer Menge vorhanden und wo 
sie mit einer bestimmten GesetzmaBigkeit verteilt sind, als passiv zu 
betrachten ? Weshalb soll man sie lediglich fiir Brennmaterial gerade 
im Zentralnervensystem halten, in dem der Verlauf der biochemischen 
Prozesse noch so wenig erforscht ist und in vielen Punkten noch so 
ungeklart bleibt? Es geniigt ja, die Arbeiten von Linnert, Pighini, 
Uderer, Facchini, Schiff und Stransky und vieler anderer zu betrachten 
und darauf hinzuweisen, daB keine der studierten psychischen Er- 
krankungen bei normalem Lipoidgehalt des Gehirns verlauft, daB der 
Lipoidgehalt der funktionell verschiedenen Teile der Hirnrinde ver- 
schieden ist, daB die funktionelle Entwicklung des Kinderhirns zum 
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erwachsenen und dann sein allmahliches Erléschen unbedingt mit Ver- 
anderungen in seinem Lipoidgehalt verbunden sind, und die Antwort 
drangt sich von selbst auf: Die Lipoide sind fiir die Hirnfunktion un- 
entbehrlich, sie sind eines der grundlegenden Strukturelemente der 
Nervenzelle. Ihre Rolle aber, die Bedeutung eines jeden uns bekannten 
lipoiden Stoffes und ihre gegenseitigen Beziehungen in der Titigkeit 
der Nervenzelle bleiben immer noch unbekannt und erfordern eine 
baldige Aufklarung. 


Die funktionelle Bedeutung einer jeden lipoiden Substanz wird 
verstandlich, wenn es nur gelingt, eine konstante Beziehung zwischen 
einer ganz bestimmten Stérung der Hirnfunktion und einer ebenfalls 
genau bestimmten Veranderung im Gehalt und in der Gruppierung 
verschiedener Lipoide nachzuweisen. Die verhaltnismaBig seltenen 
Versuche der Forscher, sich im Verlaufe der mit der Hirntatigkeit 
verbundenen chemischen Prozesse zurechtzufinden, fiihrten jedoch 
bisher nur zu wenigen bruchstiickartigen und einander oft wider- 
sprechenden Erkenntnissen. Dies ist in den vielen, hiufig ganz uniiber- 
windlichen Schwierigkeiten begriindet, denen man begegnet, sobald 
man das Gehirn in die Bedingungen eines bestimmten Experiments 
versetzen will. Es ist schwer, dem Gehirn auf experimentellem Wege 
den Zustand einer vélligen ,,physiologischen“ Ruhe zu verschaffen, 
nicht minder schwierig ist es, experimentell den Zustand seiner 
.physiologischen“* Erregung hervorzurufen und ein Kriterium zur 
Beurteilung der Intensitét, der Dauer und des Umfangs der erzeugten 
Erregung zu finden. In dieser Hinsicht kénnte man wohl vieles von 
verschiedenen pharmakologischen Substanzen erwarten, welche die 
Hirnfunktion herabsetzen, den Schlaf, die Lahmung bestimmter Hirn- 
zentren und sogar vollstandige Narkose hervorrufen, und andererseits 
von solechen, die die Hirntatigkeit steigern, die Hirnzentren erregen, 
ihre Erregbarkeit erhéhen usw. Und in der Tat wird der EinfluB dieser 
Stoffe auf die chemische Zusammensetzung des Zentralnervensystems 
seit langer Zeit studiert. Jedoch gelang es nicht, mit Sicherheit fest- 
zustellen, von welchen Verainderungen in den chemischen Prozessen 
eine bestimmte Funktionsstérung begleitet wird. Und so schien es 
uns, daB nur ein Studium der Einwirkung dieser Gifte auf jedes einzelne 
Zentrum die Lésung herbeifiihren kann. Denn ist der Raum verschiedener 
Zentren verschieden, so kénnen auch die darin durch Gifte verursachten 
Verainderungen verschieden sein, und dann wird die funktionelle Be- 
deutung verschiedener Lipoidgruppen nur bei getrenntem Studium 
der einzelnen Zentren klar hervortreten. Dabei mu6 die Einwirkung 
des Giftes lange genug dauern, um ein ganz bestimmtes, fiir dieses Gift 
charakteristisches Bild zu erzeugen, immerhin aber auch nicht so lange, 
daB die damit verbundenen Veranderungen weitgehende Stérungen im 
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garnzen Organismus hervorrufen, welche dann den Verlauf chemische: 
Prozesse im Gehirn sekundar beeinflussen kénnten. Von diesen Er- 
waigungen ausgehend, wahlten wir zunichst Chloroform und Ather, 
da diese beiden Narkotica die ganze Hirnrinde lahmen, dabei jedoc} 
chemisch verschieden sind, weshalb die damit erzielten Resultate be- 
sonders interessant zu Vergleichszwecken sind. Ferner studierten wir 
auch die Einwirkung von Chloralhydrat, einer Substanz, welche in 
ihrem Aufbau dem Chloroform ahnlich ist und in groBen Dosen, wie 
auch Chloroform und Ather, den Zustand einer vollstandigen Narkos« 
hervorruft, jedoch ohne eine vorherige Erregung der Hirnrinde. 

Die Arbeiten von Soula, Waser und anderen haben gezeigt, da} ver- 
schiedene pharmakologische Substanzen eine ganze Reihe von Ver- 
anderungen in der chemischen Zusammensetzung des Gehirns hervor- 
rufen. Jedoch untersuchten diese Autoren die Zusammensetzung des 
Gehirns in seiner Totalitat und nur nach wiederholter Einfiithrung des 
Giftes in den Tierorganismus. So vergiftete Soula Kaninchen mit 
Alkohol im Laufe von 4 bis 15 Tagen, mit Morphium 19 Tagen, mit 
Strychnin 22 Tagen, mit Kokain 13 Tagen. Waser fiihrte dem Hunde 
groBe Dosen von Chloralhydrat im Laufe von etwa 7 Monaten ein, 
Paraldehyd und Veronalnatrium etwa 10 bis 11 Monate hindurch. Eine 
so lange dauernde Einwirkung des Giftes, dazu noch in groBen Dosen, 
muBte natiirlich eine ganze Reihe von Veranderungen im Tierorganismus 
erzeugen, welche notgedrungen auch den Chemismus des Gehirns 
beeinfluBten. Indem wir also beschlossen, die einmalige und verhaltnis- 
maBig kurze (bis 2 Stunden) Einwirkung des Giftes zu studieren, 
standen wir vor allen Dingen vor der Frage: Kann das Gift iiberhaupt 
bei einer schon bekannten Intensitét der Abbau- und Syntheseprozesse 
in der Nervensubstanz in einer so kurzen Frist merkliche Veranderungen 
in der chemischen Zusammensetzung des Gehirns hervorrufen’? Wir 
stellten deshalb, bevor wir an das Studium der Einwirkung dieser 
Narkotica auf den Chemismus der einzelnen, funktionell verschiedenen 
Zentren gingen, eine Reihe orientierender Versuche an Kaninchen an 
und beobachteten den EinfluB dieser Gifte auf den Lipoidgehalt der 
grauen Substanz der ganzen GroBhirnrinde. Diese Versuche sollten 
zeigen: 1. ob die von uns gewahlite Versuchsanordnung richtig ist, 2. ob 
der Lipoidgehalt der grauen Substanz durch Narkotica verandert 
wird und 3. welcher Art sind diese Veranderungen. 

Die Ergebnisse unserer Vorversuche bilden den Inhalt dieser 
kurzen Mtteilung. 


Methodik. 
Es wurde die Einwirkung von Chloroform, Ather und Chloralhydrat 


auf die chemische Zusammensetzung der GroGBhirnrinde mit besonderer 


Beriicksichtigung der Lipoide untersucht. Als Versuchstiere dienten 
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Kaninchen. Chloroform und Ather wurden mit Luft inhaliert, Chioral- 
iydrat wurde in wasseriger Lésung per rectum eingefiihrt. Der Versuch 
wurde in der Weise ausgefiihrt, daB das Tier, nachdem es 40 bis 135 Minuten 
im Zustande der vollstandigen Narkose war, noch in diesem Zustande durch 
Entbluten aus Art. carotis oder aus dem Herzen getétet wurde. Das Gehirn 
wurde sofort entnommen, und es wurde sofort die bestimmte abgewogene 
Menge der grauen Substanz des Gehirns angefertigt. 

Hier wurden bestimmt: Gesamtstickstoff und Gesamtphosphor, 
Phosphor der ungesittigten Phosphatide, Cholesterin und Lipoide des 
alkoholischen Auszuges, d. h. die Gruppe der gesittigten Phosphatide, 
ferner Cerebroside und Sulfatide, desgleichen auch die Menge des festen 
Riickstandes und des Wassers. 


Die Menge der Lipoide wurde nach der von einem von uns be- 
schriebenen und dann etwas modifizierten Mikromethode bestimmt (H.Goro- 
dissky). Gesamtstickstoff und Gesamtphosphor wurden folgendermaBen be- 
stimmt: ein Stiickchen Hirnsubstanz von 35 bis 40mg, auf ein kleines 
Stiick Papier genommen, wurde in einem mit einem Strich bei 10 cem 
versehenen Reagenzglas mit Hilfe von 0,2 ccm konzentrierter H,SO, und 
einiger Tropfen Perhydrol verbrannt. Vollstaéndiges Verbrennen in etwa 
15 Minuten. Nach Erkalten wurde destilliertes Wasser bis zum Strich 
aufgefiillt, es wurde gut gemischt und dann wurden mit einer Pipette 
5eem entnommen und in einen 50 cem fassenden MeBkolben gebracht, wo 
der Stickstoff nach Folin und Gulik mit dem Winklerschen Reagens be- 
stimmt wurde. Als Standardlésung diente eine Ammoniumsulfatlésung, 
welche in 10cem Fliissigkeit 5mg N enthailt. Die Berechnung war die 
iibliche. In den im Reagenzglas gebliebenen 5ccm Fliissigkeit wurde 
Phosphor kolorimetrisch nach Briggs bestimmt, mit geringen, von uns zur 
Bestimmung der Lipoide des Gehirns vorgenommenen Modifikationen. 
Der feste Riickstand wurde nach einer der von Bang fiir das Blut beschriebenen 
analogen Methode bestimmt. Fiir die Brauchbarkeit dieser Methode zeugen 
die folgenden, von uns bei der Bestimmung des festen Riickstandes in 
einigen Proben einer und desselben Gehirns erhaltenen Zahlen (Tabelle 1). 





Tabelle I. 
Di vey. de , 
Nr. oenun't oy és “Gchirns | Fester Riickstand 

mg | Proz. 
1 a 20,52 
b 20,41 
c 20,46 
2 a 19,82 
b 19.75 
c 20,00 
d 19,33 
3 a 20,19 
b 20,22 
c 20,31 


Vor allen Dingen untersuchten wir das Gehirn von acht normalen 
erwachsenen Kaninchen, welche wie die Versuchskaninchen, durch Ent- 
bluten getétet wurden. Tabelle II zeigt, dab der Prozentgehalt der frischen 
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Hirnrindensubstanz an Gesamtstickstoff, Gesamtphosphor und an ver 
schiedenen Lipoiden bei normalen Kaninchen im groBen und ganzen ziemlic! 


konstant ist. 
Tabelle 11. 


Normale Kaninchen. 





In Prozenten der frischen Substanz 


Nr Geschlecht Gewicht Rien tenife 
Gesamt-N Gesamt-P Cholesterin pate des Alkoh: 


g osphatide auszugs 


1800 2,29 0,357 0,79 0,0805 2,74 
2100 2.05 0,341 0,85 0,0818 2,70 
2400 2,28 0,351 0,90 0,083 1 2.58 
1750 2.08 0,323 0,75 0,0799 2.80 
2200 2,2) 0,345 0,79 0,0808 2,67 
1800 2.27 0,356 0,83 0,0827 2,81 
2000 2,20 0,349 0,81 0,0817 2.61 
1950 2,30 0,349 0,80 0,0821 2.46 


Mittelwert : 221 0.346 OS15 | 0.0816 267 


D-1S Gre Coto 


Durch Gegeniiberstellung der Menge der verschiedenen Lipoidgruppen 
und durch Ausrechnen des Lipoidgehalts im Verhaltnis zur Gesamtmenge 
aller stickstoffhaltigen Substanzen wurden die in Tabelle III wieder- 
gegebenen Zahlen erhalten. 

Tabelle 111. 


Normale Kaninchen. 





Verhaltnis Pun Pro 100 Einheiten des Gesamt-N 


er ‘ F nr 
; ee ome des osphatide Peuns Lipoide 
Nr. ll P 
on ~;~~ & — 0 Pe Me Cholesterin gesattigter des Alkoho 
Phosphatide' auszugs 


Alkoholauszugs Cholesterin Gesamt-N Proz 


65 22.55 34. 3,52 120 
: 6.0 23.93 ¥ 3.99 132 
31 108 6,5 23,68 39,5 3,64 113 
35 - 94 : 6,1 2474 36, 3,84 135 


1:33 : 98 l 
l l 
] l 
l ] 
1:33 : 98 1:64 23,38 35 3,66 12] 
l l 
I I 
! I 
1 


: 33 : 10.4 


: 34 : 10,0 - 64 23,23 3,64 124 
: 32 : 99 -63 23,41 . 3,71 119 
: 30 : 98 : 6.6 23,52 348 3,57 107 


Mittelwert: 1: 33 : 9.99 6.35 23.56 36,8 3,696 121 


Ein ganz anderes Bild der chemischen Zusammensetzung der Hirn- 
rindensubstanz ergaben die einer mehr oder weniger lange dauernden 
Chloroformnarkose unterworfenen Kaninchen (Tabelle IV). 

Hier zeigte sich unerwartet eine ziemlich bedeutende Abnahme der 
Menge von Gesamtstickstoff in der frischen Rindensubstanz durch- 


schnittlich ein Sinken von 2,21 Proz. in der Norm bis 1,92 Proz. im Versuc! 

, wobei kein einziges von den chloroformierten Kaninchen eine der Norm 
entaprechende Zahl ergab. Merklich verringerte sich auch die Menge von 
Gesamtphosphor, von 0,346 Proz. in der Norm auf 0,316 Proz. im Versuch. 
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Tabelle 1V. 
Chloroformnarkose. 





: ce 2 - Eck In Prozenten der frischen Substanz 
7 Fs 4 fs ; sz = 25 es Lipoide 
r ss 5 . Chol 
8 : oa 4 = z es oe Gomme? cae quien: ional 
20 a ie Phosphatide © 
g g Min g auszugs 
9 2 1500 75 41 7,3 1,96 0,313 0,81 0,0779 3,66 
10 2 1800 98 55 59 —_ 0,228 102 0.0751 3,42 
ll Q 1750 5,3 60 3,0 1,93 0,326 0,90 0,0783 3,87 
12 o 1700 75 61 4,4 1,92 0,315 0.87 0,0781 3,28 
13.' Q 2200 9,0 70 3.5 1,87 0,308 0.84 0,0786 3,17 
14 @Q 1800 16, 112 4,9 -- —_ — 0.0544 2,72 


Mittelwert: 192 0316*) 089 0.0776") 348 


*) Der Durchschnittsgehalt an Gesamtphosphor wurde ohne Beriicksichtigung des Ver- 
suchs 10 ausgerechnet, derjenige von Phosphor der ungesattigten Phosphatide obne Versuch 14 


Die Menge von Phosphor der ungesattigten Phosphatide sank von 0,0816 Proz. 
in der Norm bis 0,0776 Proz. im Versuch. Die maximalen Versuchszahlen 
reichen hier jedoch bis an die minimalen Zahlen bei normalen Tieren heran. 
Sehr stark sank die Menge von Phosphor der ungesittigten Phosphatide 
in Versuch 14, und zwar bis 0,0544 Proz. Méglicherweise mu8 dies mit 
der langen Dauer (112 Minuten) der Narkose in Verbindu gebracht 
werden. Dagegen kann die starke Abnahme der Gesamtphosphormenge 
in Versuch 10 (0,228 Proz.) weder durch die Dauer der Narkose, noch durch 
die dem Tiere verabreichte Chloroformmenge erklart werden. 

Die Einwirkung der Chloroformnarkose auf den Gehalt an Cholesterin 

und an Lipoiden des alkoholischen Auszuges offenbart sich in entgegen- 
gesetzter Richtung. Der Cholesteringehalt steigt im Durchschnitt von 
0,815 Proz. der frischen Substanz in der Norm auf 0,89 Proz. und der 
jehalt an gesittigten Phosphatiden, Cerebrosiden und Sulfatiden von 
2,67 Proz. der frischen Substanz in der Norm auf 3,48 Proz. im Versuch. 
Es gelingt nicht, den Grad der Veranderung in der chemischen Zusammen- 
setzung der Hirnrinde mit der innerhalb 1 Stunde pro Kilogramm Tier- 
gewicht verabreichten Chloroformmenge in Verbindung zu _ bringen, 
vielleicht infolge der groBen Fliichtigkeit des Chloroforms und der deshalb 
nicht immer genauen Dosierung. Beim Vergleichen der Veranderungen in 
der chemischen Zusammensetzung der Hirnrinde mit der Dauer der Narkose 
kann jedoch eine gewisse RegelmaBigkeit wahrgenommen werden, so ist 
z. B. die Abnahme der Gesamtstickstoffmenge um so bedeutender, je langer 
die Narkose dauert. 

Neben den quantitativen Veranderungen in der chemischen Zusammen- 
setzung der Hirnrinde wird bei Chloroformnarkose auch eine Umgruppierung 
ihrer Bestandteile beobachtet (Tabelle V). 

Die Verringerung der Menge der Lipoide des Petroleum-Atherauszugs 
bei einigem Ansteigen des Cholesteringehalts und einer bedeutenden Zu- 
nahme von Lipoiden des alkoholischen Auszugs verschiebt das Verhaltnis 
des Phosphors der ungesittigten Phosphatide zu der Cholesterinmenge 
von 1 : 9,99 auf 1 : 11,5 und zu der Menge der Cerebroside und der gesittigten 
Phosphatide von 1 : 33 in der Norm auf 1:47 im Versuch. Dadurch wird 
betont, daB wahrend der Chloroformnarkose Cholesterin, Cerebroside und 
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Tabelle V. 
Chloroformnarkose. 
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gesattigte Phosphatide, also Substanzen, die die meisten fermentativen 
Reaktionen hemmen kénnen, in der Hirnrinde noch mehr als in der Norm 
den ungesattigten Lipoiden gegeniiber vorherrschen. 

Es stellt sich heraus, daB die Menge aller Lipoidgruppen im Vergleici 
zur Menge aller stickstoffhaltigen Substanzen, also pro 100 Einheiten des 
Gesamtstickstoffs, erhéht ist. Hier zeigt sich diese Erhéhung deutliche: 
auch fiir die Lipoide des Alkoholauszugs, wo man statt 121 in der Norm 
181 im Versuch findet, und fiir Cholesterin (36,8 in der Norm, 44,6 im Ver- 
such). Es ist hier sogar die Menge des Phosphors der ungesattigten Phos. 
phatide merklich erhéht, von 3,696 in der Norm auf 4,07 im Versuch 
Es ist bemerkenswert, daB der Phosphor der ungeséttigten Phosphatide 
wahrend der Chloroformnarkose nicht mehr 23,56 Proz. des Gesamtphosphor- 
ausmacht, sondern mehr, und zwar 26,43 Proz. In Anbetracht dessen, dat 
die Menge der Lipoide des alkoholischen Auszugs und somit offenbar auc! 
die Menge des Phosphors dieser Gruppe (gesattigte Phosphatide) zugenommen 
hat, ist es anzunehmen, da® das Sinken der Gesamtphosphormenge von 
0,346 Proz. in der Norm auf 0,316 Proz. im Versuch im wesentlichen aut 
Kosten des EiweiB-Phosphors erfolgt ist, was auch durch Abnahme der 
Gesamtstickstoffmenge bestétigt wird. 

Zwischen Chloroform und Ather besteht in bezug auf ihre narkotische 
Wirkung auf das Gehirn ein lediglich quantitativer Unterschied, wobei 
Chloroform dem Ather an Intensitaét der Wirkung iiberlegen ist. Jedoch: 
kann dies hinsichtlich der Einwirkung dieser Stoffe auf die chemische Zu- 
sammensetzung des Gehirns keinesfalls behauptet werden. Beide Sub- 
stanzen, die eine ganze Reihe analoger Eigenschaften besitzen und in 
unseren Versuchen die Tiere in den Zustand einer volistandigen Narkose 
versetzten, iiben eine bis zu einem gewissen Grad verschiedene, fiir jedes 
von diesen Giften charakteristische Wirkung auf die chemische Zusammen- 
setzung der GroShirnrinde aus. 

Ather bewirkt, wie auch Chloroform, in der Hirnrinde eine Verringerune 
der Gesamtstickstoffmenge, im Durchschnitt 2,02 Proz. der frischen Sub 
stanz (Tabelle VI). Jedoch ist diese Abnahme nur in Versuch 16 deutlic! 
zu sehen, in den iibrigen Versuchen dagegen bewegen sich die fiir den 
Gesamtstickstoff gefundenen Zahlen entweder innerhalb der normalen 
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Tabelle VI. 
Athernarkose. 

Th 
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19 —& |2200 324 110 8.0 — 0,2739 _ 0,0728 3,45 
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Grenzen, wie im Versuch 15, oder sie erreichen die untere Grenze der Norm, 
wie in den Versuchen 17 und 18. Die Abnahme des Gesamtphosphors ist 
hier sogar etwas deutlicher als bei Chloroformnarkose (0,3003 Proz. der 
frischen Substanz), dasselbe la8t sich auch iiber die Menge des Phosphors 
der ungesattigten Phosphatide sagen (0,0768 Proz.). Jedoch gelang es hier 
trotz der langen Dauer der Narkose (100 und 110 Minuten) immerhin nicht, 
ein so bedeutendes Sinken der Menge des Phosphatiden-Phosphors zu er- 
zielen, wie bei Chloroform im Versuch 14. Die Menge der Lipoide des 
alkoholischen Auszugs wird bei der Athernarkose noch mehr gegeniiber 


der erhéht, als bei Einwirkung von Chloroform 3,70 Proz. der frischen 
Substanz. Cholesterin bleibt dagegen durchaus innerhalb der normalen 
Grenzen -—— 0,80 Proz. der frischen Substanz. 


Tabelle VII. 
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Cholesterin (39,9) und Phosphor der ungesattigten Phosphatide bleiben, 
auf 100 Teile des Gesamtstickstoffs bezogen, nahe der Norm (Tabelle V11). 
Immerhin macht der Phosphor der ungesittigten Phosphatide einen etwas 
gréBeren Teil des Gesamtphosphors aus als in der Norm — 25,59 Proz. 
im Versuch, 23,56 Proz. in der Norm. Cerebroside, Sulfatide und gesattigte 
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Phosphatide liefern auch im Vergleich zur Menge aller stickstoffhaltige: 
Substanzen hohe Zahlen — 168 bis 200, im Durchschnitt 186. 

Das Verhaltnis verschiedener Lipoidgruppen untereinander gestaltet 
sich folgendermaBen (Tabelle VII): das Verhaltnis zwischen dem 
Phosphor der ungeséttigten Phosphatide und den Lipoiden des alkoholischen 
Auszugs bleibt dasselbe, wie bei Chloroform 1:48; sein Verhaltnis zum 
Cholesterin néhert sich dagegen der Norm, 1: 10,4. Ziemlich eigenartiy 
andert sich das Verhaltnis zwischen dem Gesamtphosphor und dem Gesamt- 
stickstoff, was besonders in Anbetracht des Reichtums der Hirnsubstanz 
an phosphorhaltigen EiweiBstoffen und phosphorhaltigen Lipoiden inter- 
essant ist. Dieses Verhiltnis wird in der Norm durch den Quotienten 
1: 6,3 ausgedriickt, bei Chloroform ist es 1: 6,1, bei Ather 1: 6,6. Mit 
anderen Worten ist das Sinken des Gesamtphosphors im Vergleich zu dem- 
jenigen des Gesamtstickstoffs bei Chloroformnarkose schwacher, bei Ather 
dagegen starker ausgepragt. 

Chloralhydrat, in seiner Wirkung bei Anwendung groBer Dosen dem 
Chloroform ahnlich, ergab immerhin ein Bild, welches von dem bei Chloro 
formnarkose beobachteten verschieden ist (Tabelle VIT1). 


Vor allem fallt das starke Sinken des Phosphors der ungesattigten 
Phosphatide auf, im Durchschnitt bis 0,0531 Proz. der frischen Substanz. 
Einem so geringen Gehalt an ungesittigten Phosphatiden begegneten wir 
nur einmal bei lange dauernder Chloroformnarkose (112 Minuten) im 
Versuch 14. Es mu hier bemerkt werden, da8 wir, nachdem wir das 
Kaninchen mit Chloralhydrat vergiftet hatten, es nur nach einem tiefen, 
120 bis 135 Minuten dauernden Schlafe téteten. Trotz der starken Abnahme 
der Menge des Phosphors der ungesittigten Phosphatide, machte dieser 
immerhin einen der Norm durchaus entsprechenden Teil des Gesamt- 
phosphors aus (23,82 Proz.), infolge eines nicht minder starken Sinkens des 
Gesamtphosphors, 0,238 Proz. der frischen Substanz statt der in der Norm 
iiblichen 0,346 Proz. der frischen Substanz. 

Unter Einwirkung von Chloralhydrat steigt die Menge der Lipoide des 
Alkoholauszugs nicht stark an, dagegen andert sich stark das Verhaltnis 
zwischen den mit Petroleum-Ather extrahierten und den mit Alkohol 
extrahierten Lipoiden, 1:57. Die durch Chlorhydrat hervorgerufene 
Cholesterinzunahme erreicht noch héhere Werte, als bei Anwendung von 
Chloroform, bis 1,39 Proz. der frischen Substanz (Mittelwert 1,08 Proz.). 
Der starken Abnahme des Phosphors der ungesattigten Phosphatide und 
der bedeutenden Cholesterinzunahme entsprechend, erreicht das Verhiltnis 
zwischen diesen beiden Substanzen einen weder bei Chloroform noch bei 
Ather je beobachteten Wert von 1 : 23,5. 

Bemerkenswert ist, daB diese weitgehenden, durch Chloralhydrat 
erzeugten Verainderungen in der chemischen Zusammensetzung der Hirn- 
rinde sogar 24 Stunden nach der Einfiihrung des Giftes in den Tierorganis- 
mus nach nicht voéllig ausgeglichen sind (Tabelle IX). Die Menge des Ge- 
samtstickstoffs und der Lipoide des Alkoholauszugs kehrt zur Norm zuriick ; 
die Menge des Phosphors der ungesattigten Phosphatide erreicht nicht nur 
die Norm, sondern iibersteigt sie sogar etwas. Der Cholesteringehalt bleibt 
erhoht. 

Irgendwelche Veranderungen im Wassergehalt der Hirnrinde konnten 
bei keinem der drei Narkotica beobachtetet werden. 

Der Einflu8 der Narkotica und Schlafmittel auf die chemische Zu- 
sammensetzung des Gehirns wurde schon vielfach studiert, und die von uns 
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erzielten Ergebnisse stimmen bei weitem nicht immer mit dem iiberein, 
was wir auf Grund des uns aus der Literatur bekannten Materials erwarten 
durften. So fand Soula, daB der Gesamtstickstoffgehalt im Kaninchenhirn 
durch wiederholte Einfiihrung von Alkohol von 1,54 Proz. in der Norm 
bis 1,58 und 1,62 Proz. steigt, wiederholte Morphiumeinfiihrung erhéht den 
Stickstoffgehalt sogar bis 1,85 Proz. Diese Befunde werden durch die 
Arbeit von Winterstein und Hirschberg bestatigt, welche zeigten, da®B der 
Verbrauch der stickstoffhaltigen Substanzen im isolierten iiberlebenden 
Froschgehirn unter dem EinfluB von Alkohol bis zur Fehlergrenze der 
Methode herabsinkt. Ferner fand Hecker am isolierten Zentralnerven- 
system des Frosches, da8 die Einwirkung von Urethan ein Ansteigen der 
Menge des Gesamtstickstoffs von 0,1612 auf 0,1848 Proz. und von 0,1438 
auf 0,1683 Proz. hervorruft. Die genannten Autoren sind der Meinung, 
daB im Narkosezustande der Zerfall der stickstoffhaltigen und der phosphor- 
haltigen Substanzen abgeschwacht wird. Italienische Forscher —- Carati, 
Novi untersuchten die qualitativen und quantitativen Veranderungen 
im Lipoidgehalt des Gehirns bei Chloroformnarkose und fanden dabei 
eine Stérung des Verhaltnisses zwischen Lecithin und Cholesterin, im Sinne 
einer Zunahme der Gehirnphosphate (Lecithine) auf Kosten eines Fett- 
und Cholesterinriickganges. La Mandola bestimmte den Gesamtgehalt 
der Lipoide im ganzen Gehirn bei mit Veronal und Luminal-Na vergifteten 
Hunden und fand in dieser Hinsicht keinen merklichen Unterschied zwischen 
dem Gehirn der normalen und demjenigen der narkotisierten Tiere. In keinem 
von unseren Versuchen wurde eine Erhéhung der Menge von Gesamtstickstof{ 
und Gesamtphosphor beobachtet, ihre Menge sank vielmehr deutlich, dagegen 
der Cholesteringehalt in den meisten Versuchen anstieg. Dieser scheinbare 
Widerspruch kann dadurch erklért werden, daB Soula, Winterstein und 
Hirschberg, Hecker, La Mandola u. a. das Gehirn als ein Ganzes unter- 
suchten, wir aber die chemische Zusammensetzung nur der Rindensubstanz 
studierten. Palladin und Zuwerkalow und Palladin und Bjeljaewa haben 
aber gezeigt, daB die Verinderungen in der chemischen Zusammensetzung 
der grauen und der weiBen Substanz nicht nur verschieden, sondern sogar 
einander entgegengesetzt sein kénnen. Schon allein aus diesem Grunde 
kann eine vollige Ubereinstimmung unserer Ergebnisse mit den Befunden 
der genannten Autoren nicht erwartet werden. Ferner ist es auch méglich, 
da8B zu Beginn der Ather- und Chloroformeinwirkung, also wahrend des 
Erregungszustandes des Nervensystems, der gesteigerte Zerfall der stick- 
stoffhaltigen und phosphorhaltigen Substanzen eine Verringerung der 
Menge des Gesamtstickstoffs und des Gesamtphosphors hervorruft, wahrend 
des darauffolgenden, von einer Herabsetzung der Lebenstatigkeit der Zellen 
begleiteten Narkosezustandes kann aber der normale chemische Aufbau 
der Hirnrinde nicht wiedererlangt werden. 


Waser studierte die Einwirkung der lange dauernden Anwendung 
von Schlafmitteln auf den Lipoidgehalt des Hundehirns. In Uber- 
einstimmung mit unseren Ergebnissen fand er, da® Chloralhydrat 
den Cholesteringehalt im Gehirn erhéht und den Lecithingehalt herab- 
setzt (in unseren Versuchen Sinken der Menge des Phosphors der un- 
gesattigten Phosphatide). 


Ein Zustand des Zentralnervensystems, bei welchem sein richtiges 
und vollkommenes Funktionieren aus irgend einem Grunde nicht 
méglich ist, ist immer von bestimmten Veranderungen in der chemischen 
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Struktur der Hirnsubstanz, insbesondere beziiglich der Lipoide, be- 
gleitet. Der Narkosezustand stellt in dieser Hinsicht keine Ausnahme 
dar. Eine 40 Minuten lange Einwirkung von Chloroform (Versuch 9) 
oder Ather (Versuch 15) geniigt schon, um eine ganz bestimmte Ver- 
inderung im Gehalt und in der Gruppierung der lipoiden Substanzen 
in der GroBhirnrinde zu erzeugen. Und der Organismus bewaltigt nicht 
leicht die durch Narkotica hervorgerufenen Stérungen im Gehirn, 
denn sogar 24 Stunden nach Einfiihrung des Giftes ist der normale 
chemische Aufbau der Hirnrinde noch nicht véllig wieder hergestellt 
(Versuch 26). Alle drei Gifte verdindern den Lipoidgehalt der Hirnrinde 
(Tabelle X), indem sie die Menge der ungesdttigten Phosphatide herab- 
seizen und den Gehalt der Lipoide des alkoholischen Auszugs erhéhen. 
Am starksten werden der Cholesteringehalt und die Menge der un- 
gesittigten Lipoide durch Chloralhydrat verindert, die Menge der 
gesittigten Lipoide dagegen durch Ather. Die Menge des Gesamtstick- 
stoffs wird durch Chloroform stirker als durch Ather herabgesetzt, 
dagegen wird der Gesamtphosphor starker durch Ather beeinfluBt. 
Das gegenseitige Verhaltnis der verschiedenen Lipoidgruppen wird 
am intensivsten durch Chloralhydrat verandert. Alle drei Substanzen, 
die in unseren Versuchen dasselbe klinische Bild einer tiefen Narkose 
erzeugten, riefen nicht nur verschiedene Storungen der chemischen Struktur 
der Hirnrinde hervor, sondern diese Stérungen sind auch fiir jedes von 
diesen Giften charakteristisch, was scheinbar durch ihre verschiedenen 
chemischen und physikalisch-chemischen Eigenschaften zu erkldren ist 
(Tabelle X). Alles das spricht dafiir, daB die Anwendung verschiedener 
pharmakologischer Substanzen zur Untersuchung biochemischer, in 
verschiedenen Zentren verlaufender Prozesse nur sehr beschrankt sein 
kann und daB die Auslegung der gewonnenen Ergebnisse auBerst vor- 
sichtig sein muB. Der EinfluB dieser Stoffe auf den Verlauf der 
chemischen Prozesse im Gehirn kann keinesfalls nur als Erhéhung oder 
Herabsetzung der Hirnfunktion betrachtet werden, und ihre Anwendung 
zum Studium der biochemischen Dynamik verschiedener Zentren kann 
keine Lésung der Frage nach der funktionellen Bedeutung der einzelnen 
Lipoide herbeifiihren. Ihre Anwendung kann vom pharmakologisch- 
toxikologischen Standpunkt aus interessant sein, und die Befunde 
unserer Versuche, durch welche bestimmte Verinderungen in der 
chemischen Zusammensetzung der Hirnrinde unter dem EinfluB der 
Narkotica aufzeigen (Sinken des Gehalts des Gesamtstickstoffs und 
der ungesattigten Phosphatide, Erhéhung der Menge der Lipoide des 
Alkoholauszuges, die gréBere oder geringere Reversibilitét dieser 
Veranderungen), kénnen einige Bedeutung fiir das Verstandnis 
des Biochemismus der im Gehirn bei Narkose verlaufenden Prozesse 


haben. 
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Das weitere Studium der normalen chemischen Statik und Dynami: 
der einzelnen Zentren') erdffnet zugleich neue Aussichten zur Kléruny, 
des Wesens der Wirkung der Gifte des Zentralnervensystems. 


Literatur. 


Carati, zitiert nach La Mandola. — H.Gorodissky, diese Zeitschr. 
159, 379, 1925. Dieselbe, ebendaselbst 164, 446, 1925. — Hecker, Zeitsch: 
f. physiol. Chem. 129, 26, 1923. — Hirschberg und Winterstein, ebendaselbst 
101, 212, 1918. — La Mandola, Arch. di pharm. sperim, 1924, H. 1/2, 8. 3s 
(Ref. Berichte iiber die ges. Phys. u. Pharm. 29, 1925). — Palladin und 
Bjelajewa, Zeitschr. f. physiol. Chem. 141, 33, 1924. — Palladin und Zuwer- 
kalow, ebendaselbst 189, 57, 1924. — Soula, C. r. Soc. Biol. 64, 404, 1912. 
Waser, diese Zeitschr. 94, 191, 1915. 


') Eine Arbeit zur Erforschung der normalen chemischen Dynamik 
der einzelnen kortikalen Zentren ist bereits im Physiologisch-Chemischen 
Laboratorium des Charkower Medizinischen Instituts (Leiter: Prof. 
A. Palladin) im Gange. 
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Quantitative Bestimmung wasserléslicher Exkrete 
von Wassertieren. 


Von 


Emil Lenk. 
(Aus der biologischen Station Lunz, Niederésterreich.) 
(Eingegangen am 6. November 1925.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


In Abderhaldens Biochem. Arbeitsmethoden 3, 2, 1910 publizierte 
Henze eine Arbeit iiber Stoffwechseluntersuchungen an Wassertieren. 
Mit Recht erwahnt er, daB die Bestimmung der von Wassertieren im 
Stoffwechsel ausgeschiedenen Substanzen zu den schwierigsten Auf- 
vaben gehért. Es sind einerseits diesen Tieren eine gleich zusammen- 
gesetzte Nahrung beizubringen, und andererseits die Stoffwechselpro- 
dukte aus Salzlésungen zu isolieren, was bei Landtieren unvergleichlich 
leichter vonstatten geht. Deshalb sagt Biitter!), es kame weniger 
darauf an, die Ausscheidungen eines bestimmten Stoffwechselstoffes 
zu verfolgen, sondern vielmehr vorerst allgemeine Angaben zur 
Orientierung zu sammeln. Eine Zusammenstellung tiber das ein- 
schlagige Gebiet lieferte Otto Fiirth?). 

Fiir exakte Stoffwechseluntersuchungen an Wassertieren ist die 
Sauerstoffzehrung des Wassers besonders wichtig. In abgeschlossenen 
Wassern beobachtet man allmahlich eine Verminderung des Sauerstoff- 
gehalts im Wasser, der durch die Gegenwart von Mikroorganismen, 
Nahrungsresten und ahnlichen Faktoren noch bedeutend herabgesetzt 
werden kann. Diese Sauerstoffzehrung ist bei genauen Stoffwechsel- 
untersuchungen bei Wassertieren nicht zu unterschatzen. So sagt 
Knauthe*®): ,,Diese Prozesse kénnen an Intensitét die Atmung der 
Fische erreichen und sogar iibertreffen.““ Bei kurzdauernden Ver- 


1) Bitter, Abhandl. d. Ges. zu Géttingen, Mathem. - physik. KI., 
N. F., 6, 1, 1908. 

*) Fiirth, Chemische Physiologie niederer Tiere. Jena 1903. 

3) Knauthe, Zeitschr. f. Fischerei 6, 139—184; Pfliigers Arch. 73, 
490, 1898. 
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suchen und Verwendung von reinem Wasser spielen diese Faktore, 
kaum eine Rolle. Trotzdem wurde bei diesen Versuchen darauf Riick- 
sicht genommen. Ferner ist die Einhaltung einer bestimmten Tem. 
peratur von Wichtigkeit. Knauthe!) teilt mit, daB die FreBlust de 
Fische bei Temperatursteigerung abnehme und die Stickstoffaus. 
scheidung ansteige. 

Quantitative Untersuchungen tiber den Gang der Ausscheidungen 
wurden, soweit mir bekannt ist, bei Wassertieren noch nicht durch. 
gefiihrt. Die minimale Menge der ausgeschiedenen Substanzen im 
Vergleich zur relativ unendlichen Wassermenge war bisher nicht faBbar. 
Es lag nahe, diese Bestimmung mit Hilfe einer Apparatur zur Messung 
des elektrischen Leitvermégens auszufiihren, wodurch die Méglichkeit 
gegeben war, die Widerstandsinderungen von Zeit zu Zeit und damit 
die Menge der wasserléslichen Ausscheidungsprodukte festzustellen. 
Dazu diente ein tragbarer Apparat von Pleissner?), den die Firma 
R. Bosse & Co., Berlin, baut. 

Als Versuchsmaterial verwendete ich kleine Fische, Pfrillen, 
auch Elritzen (Phoxinus laevis) genannt, wie ich sie schon friiher fiir 
andere Untersuchungen benutzte*). Sie wurden im Lunzer See mit 
Netzen gefangen und sofort in gioBe, geliiftete, mit Seewasser gefiillte 
und mit Glasplatten zugedeckte Aquarien gegeben. Zu den einzelnen 
Versuchen benutzte ich stets je 20 ausgesuchte, gleich groBe Exemplare, 
die in je 2 Liter durchliiftetes Seewasser kamen. Vorher wurden sie 
mit destilliertem Wasser (nach der Fiitterung) gewaschen, ein Vorgang, 
der sicher nicht schadete, weil ich in einer friiheren Arbeit*) feststellen 
konnte, daB diese Fischart in destilliertem Wasser wochenlang, ohne 
Fiitterung unbeschadet leben kann. Um jedoch einem Irrtum zu ent- 
gehen, ob vielleicht Bakterien, Staub oder dergleichen die Versuch 
beeinflussen, wurde auch die eventuelle zeitliche Anderung der Salz- 
konzentration an destilliertem Wasser und Seewasser untersucht. 

Das spezifische Leitvermégen einer Fliissigkeit berechnet man 
aus der Formel 
C C 
W 


k= 


> 


. ion a) 


in welcher k das spezifische Leitvermégen, R den Vergleichswiderstai! 
(in unserem Falle 100 Ohm), C die Kapazitat der Taucherelektrode 
(in unserem Falle 0,05) und a die Drahtlange darstellt, welche dem zu 


) Le. 

*) M. Pleissner, Wasser und Abwasser 2, 1910 (aus dem hygienischen 
Laboratorium des Kaiserl. Gesundheitsamtes Berlin). 

3) E. Lenk, diese Zeitschr. 78, 15—106, 1916. 
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messenden Widerstand entspricht. Der so berechnete Wert ist das 
.pezifische Leitvermégen der Fliissigkeit fiir die Versuchstemperatur. 
Will man untereinander vergleichbare Werte feststellen, so muB man 
das spezifische Leitvermégen auf die Normaltemperatur 18° (nach 
dem Vorschlag von Kohlrausch) umrechnen. Nach Untersuchungen 
aus dem Kaiserl. Gesundheitsamte 30, 520, 1909 betragt der Tem- 
peraturkoeffizient natiirlicher Wasser rund 0,023. Mit Hilfe der Forme! 


Kyg = Ky , 
1 + 0,023 (t’ — 18%) 

lassen sich die bei verschiedenen Temperaturen gefundenen Leitver- 
mégen auf die bei 18° umrechnen. 

Beispiel: Das Kontaktrad steht beim Tonminimum zwischen 
4 und 5 und die Bogenmarke auf 82,3. Die linke Drahtlange, die dem 
zu messenden Widerstand entspricht, ist 482,3 und die rechte Draht- 
lange 1000 — 482.3 = 517.7 beim Vergleichswiderstand von 100 Ohm. 
Der gemessene Widerstand 


+3 


*. 100 = 93,1 Ohm. 


482, 
ete. 
17, 


1000 —a” 5 


=I 


a , - 0,05 , 
Das spezifische Leitvermégen : betragt demnach 93.1 — 0.000537 
, 
- 5,37. 10-4 reziproke Ohm pro Zentimeter Wiirfel. Ist die Messung bei 
16° ausgefiihrt worden, so berechnet man den Wert fiir k,, aus der Forme! 
5,37 . 10 


1 + 0,023 (16—18) 


5,63. 10> 4, 


Der Faktor > wird einer Tabelle aus Ostwald und Luther’) 

1000 — a 
entnommen; eine Tabelle zur Umrechnung des spezifischen Leitver- 
mégens von der Beobachtungstemperatur zwischen 0 und 25° auf die 
Normaltemperatur von 18° liegt jenem Apparat bei. Um nun aus dem 
spezifischen Leitvermégen (k,g) den Gehalt verdiinnter Salzlésungen 
zu schatzen, ohne die gelésten Stoffe zu kennen, so multipliziert man &,, 
mit 10000 und erfahrt so die im Liter geléste Anzahl von Milligramm- 
aquivalenten?). Da das Aquivalentgewicht der in Betracht kommenden 
Stoffe zwischen 60 und 90 liegt, so nimmt man 75 als Mittelwert an. 
750000 . kyg = 0,75 . kyg . 10° gibt daher die in einem Liter enthaltenen 
Milligramme an. 


') Ostwald und Luther, Hand- und Hilfsbuch zur Ausfiihrung physiko- 
chemischer Messungen, 8. 409. Leipzig 1902. 

2) Kohlrausch und Holborn, Leitvermégen der Elektrolyte, 8. 131. 
Leipzig 1898. 
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Tabelle I. 


KE. Lenk : 


Destilliertes Wasser ohne Fische. 














Stunden a t kis. 10-6 te 1 Liter 2 
mg Vv 
st 993,9 18,4 2.98 2,23 F 
5 994.0 18,4 2,98 2,23 ae 
48 994.0 19,1 2,94 2,20 di 
96 994.0 19,1 2.94 2.20 
Tabelle 11. Seewasser ohne Fische. . 
Stunden a t kis. 10-4 In 1 Liter 
mg 
_— 7675 17.4 1,62 121 
ll 7553 17,0 1.65 124 
41 746.0 18,2 1,69 127 
06 745,3 19.1 1.67 125 
Tabelle III. Seewasser aus einem anderen Teile des Sees (ohne Fische). 
Stunden a t kis. 10-4 in | Liter 
mg 
_ 7511 17,6 1,66 125 
24 7474 18,8 1,67 125 
48 744.1 19.3 1,66 125 
96 744.7 19,2 1,67 125 
144 744.1 19.3 1,66 125 
Tabelle 1V. 20 Fische in 2 Liter Seewasser. ~ 
‘ 


20 Fische (24,2 g), die eine Woche kein Futter bekamen, wurden in 2 Lite: 

destilliertes Wasser gegeben, dazu kamen 5 g trockenes Fischfutter. Nach 

1 Stunde wurden die Fische mit Hilfe eines Netzes einzeln herausgenommen, 

mit destilliertem Wasser gut abgespiilt und in 2 Liter durchliiftetes. 

filtriertes Seewasser gebracht. Die Temperatur des Wassers wurde bei 
jeder Messung bestimmt, war aber nicht konstant. 





Stunden a t kis. 10-4 in 1 Liter 6 7 
mg 
— 746.0 18,2 1,69 127 — — 
1 746.0 18.2 1,69 127 0 0 
2 746.4 18,0 1,70 127 0 0 
3 730.1 20,1 1.76 132 5 0,25 
4 728.3 20,2 1,77 133 6 0,30 
5 725.5 20,2 1,80 135 Ss 0.40 
10 718.0 20,0 1,87 140 13 0,65 
17 705.4 19,2 2,04 153 26 1,30 
25 687.1 20.6 2.15 160 33 1,65 
30 682.9 19.9 2,22 167 40 2,00 
43 676.9 19,1 2.33 175 48 2.40 
99 654.4 18,0 2.64 198 71 3,55 
118 649.2 17,1 2,76 207 80 4.00 
125 648,2 16.9 2,80 210 83 4.15 


Spalte 6 bedeutet Ausscheidung aller Fische, Milligramm in 1 Lite: 
Spaite 7 bedeutet Ausscheidung eines Fisches, Milligramm in 1 Lite: 
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Tabelle V. 


20 Fische in 2 Liter Seewasser bei einer konstanten Temperatur von 10°. 

Vorbehandlung der Fische s. Tabelle IV. Gewicht der Fische 25,4¢. ig 

Futter. Zur Konstanthaltung der Temperatur wurde das Aquarium mit 

den Fischen in ein groBes, mit Wasser gefiilltes Aquarium gestellt und hier 

durch ZufluB kalten bzw. warmen Wassers die Temperatur des kleineren 
Aquariums konstant gehalten. 





Stunden a kyg . 10-4 Me t Lies 5 6 
mg 

5 | 7780 1,74 130 3 0,15 

10 768,2 1,85 139 12 0,60 
a | 784 | 206 155 28 1,40 
48 727.0 2.30 173 46 2.30 
72 713.0 2.47 185 58 2,90 
96 704,0 2 193 66 3,30 
120 702,2 2,60 195 68 3,40 
144 701,2 2.62 196 69 3.45 


Spalte 5 bedeutet Ausscheidung aller Fische, Milligramm in | Liter. 
Spalte 6 bedeutet Ausscheidung eines Fisches, Milligramm, in | Liter. 


Tabelle V1. 


20 Fische in 2 Liter Seewasser bei einer konstanten Temperatur von 18°. 
Vorbehandlung der Fische s. Tabelle IV. Gewicht der Fische 24,8¢. 5g 
Futter. Konstanthaltung der Temperatur s. Tabelle V. 





In 1 Liter 


Ss. Stunden a kis. 10-4 as 5 6 
_ —_ 746,0 1,70 127 _ om 
l 746,0 1,70 127 0 0 

2 745,0 171 128 1 0,05 

3 7444 1,72 129 2 0,10 

4 “ais 1. U8 130 3 0,15 

5 742.0 1,73 130 3 0,15 

10 | «67282 187 140 13 0,65 

24 703,0 2.11 158 31 1,55 

48 | 6804 | 234 175 48 2.40 

72 «| «= (6646 2.52 189 62 3,10 

% | 656.2 262 | 196 69 3,45 

120 653,0 2,66 199 72 3,60 

144 6518 2,67 20 | 73 3,65 


Spalte 5 bedeutet Ausscheidung aller Fische, Milligramm in | Liter. 
Spalte 6 bedeutet Ausscheidung eines Fisches, Milligramm in 1 Liter. 
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Tabelle VII. 
20 Fische in 2 Liter Seewasser bei einer konstanten Temperatur von 25°. 
Vorbehandlung der Fische s. Tabelle IV. Gewicht der Fische 23,0g. 54 
Futter. Konstanthaltung der Temperatur s. Tabelle V. 





In 1 Liter 


Stunden a kys, 10-4 5 6 
mg 

5 711.0 1,75 131 4 0.20 

10 690,2 - 1,93 145 18 0,90 

24 657.0 2.24 168 41 2,05 

48 634.0 2.49 187 60 3.00 

72 617.8 2,66 199 72 3,60 

96 606.0 2,80 210 83 4.15 

120 602.2 2.85 214 87 4,35 

144 597,0 2.91 218 91 4,55 


Spalte 5 bedeutet Ausscheidung aller Fische, Milligramm in | Liter. 
Spalte 6 bedeutet Ausscheidung eines Fisches, Milligramm in 1 Liter. 






mg in 4 Liter 








60 80 100 120 140 12 6 26 
Stunden Temperatur 
Abb. 1. ' Abb. 2. 
Zusammenhang der zeitlichen Auss Zusammenhang zwischen Temperatur und aus: 
scheidung der Fische bei 10, 18 und 25°. geschiedenen Mengen in bestimmten Zeiten. 


Die Versuche zeigen deutlich eine Abhangigkeit der Exkretion von 
der Versuchstemperatur. Van ‘t Hoff') bezeichnet als Temperatur- 
koeffizienten ,,das Verhaltnis des Geschwindigkeitskoeffizienten einer 
Reaktion bei einer bestimmten Temperatur ¢ + 10° zu dem Koeffizienten 


k, + 10° 
bei der um 10° niedrigeren Temperatur ¢, also den Quotienten — > 
t 


“ 


Bei Reaktionen im homogenen System schwankt dieser Quotient 
(Qo) zwischen 2 und 3,5. Es sind jedoch auch kleinere und gréBere 


1) Van ’t Hoff, Vorlesungen 1, 224. 
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Quotienten bekannt'). Diese RGT-Regel, die besagt, daB der Ge- 
«chwindigkeitskoeffizient zahlreicher chemischer Reaktionen bei einer 
lemperaturdifferenz von 10° auf das Doppelte bis Dreifache ansteigt, 
stimmt in vielen Fallen, auch bei Organismen, wie z. B. Clausen®) 
durch Bestimmung der stiindlich abgegebenen Kohlensiuremengen 
bei Lupinen, Weizenkeimlingen und Syringabliiten fand. Ebenso 
beweisend sind die Versuche Oskar Hertwigs*) iiber den EinfluB8 der 
Temperatur auf die Entwicklung des eben befruchteten Eies vom Frosch. 
Andere Arbeiten mit gleichem Ergebnis beschaftigen sich mit der Ent- 
wicklung von Eiern von Fischen, Seeigeln, Kafern usw., mit der Fort- 
pflanzung, dem ErnahrungsprozeB, der Atmung, dem Herzschlag usw. *). 

Dieser Geschwindigkeitskoeffizient (Q,)) von 2 bis 3 soll fiir 
chemische Reaktionen, ein kleinerer, 1 bis 1,5 dagegen bei physikalischen 
Prozessen, z. B. bei Diffusionsvorgangen, maBgebend sein. In hetero- 
genen Systemen fallt die Geschwindigkeit der chemischen Reaktion 
fort und es herrscht nur die Diffusionsgeschwindigkeit vor. Brunner) 
untersuchte z. B. die Auflésung von festem Magnesiumhydroxyd durch 
Benzoesiure, fiir welchen Vorgang Nernst*) die theoretische Grundlage 
gab. Danach nimmt die Auflésungsgeschwindigkeit bei Steigerung der 
Temperatur um 10° nur ungefahr um das 1- bis 1,5fache zu (zumeist 
um das 1,22- bis 1,28fache). Ebenso verliuft auch die Katalyse in 
heterogenen Systemen’”). 

Aber diese Trennung zwischen chemischen und physikalischen 
Prozessen erwies sich jedoch nicht immer als berechtigt, da es auch 
chemische Vorginge mit kleinerem Q,, gibt [z. B. Esterverseifung*)}. 

In der Tabelle seien die Q,, unserer Versuche bei Temperaturen 
von 10 bis 20° bzw. von 15 bis 25° nach bestimmten Zeiten angegeben. 





5 Stdn. 10 Stdn. | 24 Stdn. 48 Stdn. 72 Stdn. 96 Stdn. 120 Stdn. 144 Stdn. 


10—20° =—1,00 1,21 1,20 1,13 1,10 1,10 1,03 1,02 
15—25° =1,33 1,44 1,39 1,26 1,18 1,20 126 | 1,21 


1) Trautz und Volkmann, Zeitschr. f. physik. Chem. 64, 53, 1908; 
Halban, ebendaselbst 2, 169, 1909 (s. die Beispiele: z. B. Hantsch und 
Smythe); Massing, Pfliigers Arch. 156, 401, 1914. 

2) Literatur s. Hdber, Phys. Chemie der Zelle und Gewebe, 8. 866. 
Leipzig 1924. 

8) Oskar Hertwig, Arch. f. mikroskop. Anat. u. Entwicklungsgesch. 51, 
319, 1898. 

*) Piitter, Zeitschr. f. allgem. Physiol. 16, 547, 1914; Kanitz, Tempe- 
ratur und Lebensvorgiinge. Berlin 1915. 

5) Brunner, Zeitschr. f. physik. Chem. 47, 56, 1904. 

*) Nernst, ebendaselbst 47, 52, 1904. 

") Bredig und Teletow, Zeitschr. f. Elektrochem. 12, 582, 1906; s. auch 
Hober, l.c., 8. 340ff., 869ff. 

8) Trautz und Volkmann, 1. c. 
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Unsere Versuche zeigen, daB der Q,) zwischen 10 und 25° 0 bis 1,44 
betragt, und zwar zwischen 10 bis 20° 1,0 bis 1,21, zwischen 15 bis 25° 
1,18 bis 1,44. Diese Untersuchungen beweisen, daB es sich bei unseren 
Versuchen um reine Diffusionsvorginge handelt, wie es ja bei der 
Sekretion der Fall sein muB. 


Zusammenfassung. 


1. Mit Hilfe der Bestimmung des elektrischen Leitvermégens 
kann man den Gang der zeitlich ausgeschiedenen Produkte bei Wasser. 
tieren verfolgen. Als Beispiel wurde die Pfrille (Phoxinus laevis) gewahit. 

2. Das Leitvermégen bleibt bei destilliertem Wasser und See. 
wasser ohne Fische konstant. 

3. Gefiitterte Fische scheiden zuerst viel, dann immer weniger 
Substanzen aus, wobei eine quantitative Bestimmung der einzelnen 
Substanzen ausgeschlossen ist. Die Ausscheidung der Fische beginnt 
etwa 2 Stunden nach der Fiitterung (siehe Abb. 1). 

4. Die Versuche mit Fischen wurden bei Zimmertemperatur und 
bei einer konstanten Temperatur von 10, 18 und 25° durchgefiihrt. 
Je héher die Temperatur, desto reger ist der Stoffwechsel, d. h. desto 
mehr Substanzen werden ausgeschieden. 

5. Die Van ’t Hoffsche RGT-Regel stimmt fiir unseren Fall nicht. 
Die Versuche beweisen vielmehr, daB es sich um reine, physikalisch 


verlaufende Diffusionsvorginge handelt. Der Temperaturkoeffizient 
schwankt zwischen 1 bis 1,44 und ist bei héherer Temperatur etwas 
héher als bei niedrigerer (zwischen 10 bis 20° 1,0 bis 1,21, zwischen 
15 bis 25° 1,18 bis 1,44). 








44 


2550 


ren 
der 


ens 
ser. 
hit. 


Ce. 


ger 
nen 
nnt 





(ber die Konstitution der durch Hydrolyse von Rohoryzanin 
entstehenden §-Séiure (Dioxychinolincarbonsaure). II. 


Von 
Yoshikazu Sahashi. 


(Aus dem Suzuki-Biochemical Laboratory of the Institute of Physical and 
Chemical Research, Komagome, Hongo-ku, Tokyo.) 


(Eingegangen am 10. November 1925.) 


In der ersten Mitteilung') iiber die B-Saéure C,)H,NO, hat der Ver- 
fasser die Anwesenheit von zwei Hydroxylen und einer Carboxy!- 
gruppe in ihrem Molekiil festgestellt. Ferner erhielt er Chinolin durch 
Zinkstaubdestillation. So ist diese Séiure als eine Dioxychinolincarbon- 
siure aufzufassen. CyH,N(OH),COOH. Aber die relative Stelle der 
Hydroxyle und Carboxylgruppe blieb unentschieden. Daher hat der 
Verfasser zur Aufklérung dieser Frage das Studium dieser Substanz 
fortgesetzt und kam zu dem SchluB, daB die B-Saéure wahrscheinlich 
eine 2, 6-Dioxychinolin-4-Carbonsaure ist, welche leicht in ihre tautomere 
Form in folgender Weise iibergeht: ' 


COOH (4) coo 
| 
\ VA Yo 
(6) HO— . _. HOH co 
oH (2) , A 
~~ e * 7 


3-Saure Tautomere Form 
2. 6sDioxychinolins4-carbonsaure 


Diese Annahme wird durch folgende Beobachtungen unterstiitzt : 

1. Die £-Saéure bildet durch Acetylieren mit Essigsiureanhydrid 
und Natriumacetat ein Diacetylderivat. 

2. Die B-Séure bildet durch Methylieren mit Dimethylsulfat und 
Alkali in tiblicher Weise ein Dimethylderivat. Das letztere bildet ein 
Bariumsalz von der Zusammensetzung [(CH,;),C,H,NO, . CO,], Ba 
beim Kochen mit Bariumcarbonat in wasseriger Lésung. Die £-Siure 
gibt auch in derselben Weise ein Bariumsalz der Formel (C,H,NO, 
CO,). Ba. 

3. Wie oben erwahnt, liefert die B-Saure durch Zinkstaubdestillation 
Chinolin. Die Ausbeute war aber zu gering fiir die bestimmte SchluB- 
folgerung, daB es den Kern der £-Saéure bildet. Durch Erhitzen der 
8-Saure mit Zinkstaub im Wasserstoffstrom iiber 400° wurde etwas 
mehr Chinolin erhalten, obwohl seine Menge viel geringer als die be- 
rechnete war. 


1) Diese Zeitschr. 159, 221, 1925. 
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4. Erhitzt man die £-Saure tiber 400°, so spaltet sich Kohlensiure 
ab und es sublimieren feine gelbe Nadeln vom F.-P. 310°, die ais 
2,6-Dioxychinolin identifiziert wurden. Die Ausbeute an dieser Substanz 


\ 
HO— 
pO 
N 
ist auch schlecht. Aber die Existenz des Chinolinkerns in der B-Saure 
ist dadurch viel wahrscheinlicher geworden. 

5. Im Dimethylderivat der £-Saure findet sich eine Methylgruppe 
als Methoxyl, weil sie durch Erhitzen mit Jodwasserstoffsiure nach 
Zeisels Methode leicht abgespalten wird, wahrend die andere eine 
—N-Methylgruppe darstellt, die erst beim Erhitzen mit konzentrierter 
Jodwasserstoffsiure und Jodammonium auf 250 bis 300° abgespalten 
wird. Deshalb nimmt der Verfasser an, daB ein Methyl an Stelle 2 in 
N-Methy!l umgewandelt ist: 

COOH COOH 


\ 


CH,.0O—/ )-OCH, 


A 2 . X }co 

N N 

dan, 

6. Wird die £-Saure in Pyridinlésung mit Benzoeséiureanhydrid 
erhitzt, so gibt sie ein Monobenzoylderivat, nicht aber die Dibenzoy)- 
verbindung. Die Hydroxylgruppe in Stelle 2 scheint in der oben er- 
wahnten Weise in die —NH—CO-Gruppe umgewandelt zu sein, so dal 
sie nicht mehr mit Benzoesdureanhydrid reagiert. Einen Analogiefal! 
findet man beim 2, 8-Dioxychinolin, welches nach J. Diamant) mit 
Essigsiureanhydrid nur ein Monoacetylderivat bildet. 


4 
4 


| > 


p—OH (2) wo 


\, . 
4 N ; NH 
H (CH,CO)O 
7. Das Dimethylderivat der £-Saure, in kalter alkalischer Lésung 
mit KMn0O, behandelt, liefert rote Kristalle, die als ein Isatinderivat 
von folgender Konstitution identifiziert wurden: 


CH, o—/ \*0 
Jeo 
N 


On, 


\ 


1) M. 16, 765—767.. 
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Da Friedlénder wid Ostermeier') aus a-Oxychinolin in derselben 
Weise Isatin erhielten, kann man sich die Reaktion in folgender Weise 
vorstellen : 


—OH CO 
ad 
CO 
N NH 
«*Oxychinolin Isatin 





Dimetbyl+3ssaure 


8. Mit starker Salpetersiure erhitzt, lieferte die $-Siure auBer 
Oxalsdure eine Nitroverbindung von der Formel C, H,N, Og, die zuerst 
vom Verfasser fiir Bernthsens Juglonséure gehalten wurde; spiter hat 
er aber durch Zinkstaubdestillation derselben Pyridin erhalten. Héchst- 
wahrscheinlich handelt es sich um 2-Oxy-3-nitropyridin-4, 5, 6-tri- 
carbonsiure. Ihre Bildung ist in folgender Weise zu erkliren. 


COOH COOH 
| HOOC 
HO Konz. HNO, HOOC 5—NO, 
—_> 
N COOH N 
COOH 
COOH HOOC—~ \—NO, 
—p»> | 
COOH HOOC— —OH 
N 
Oxalsaure 2-Oxy+3-Nitropyridin 


4, 5, 6-Tricarbonsaure 
(Cy Hyg Ne Og) 


Wenn diese Annahme zutrifft, so muB die Carboxylgruppe der 
B-Siure die Stelle 4 einnehmen. 


9. Die B-Saéure gibt ziemlich starke Thalleiochinreaktion. Da 
6-Oxychinolin dieselbe Reaktion gibt, kann man annehmen, daB eine 
Hydroxylgruppe der #-Séure analog an Stelle 6 haftet. 


*) B. 15, 332. 





Y. Sahashi: Dioxychinolincarbonsaure. IT. 


COOH 


N 
6-Oxychinolin 
10. Die obigen Beobachtungen lassen sich in folgender Weise 


schematisch darstellen. 
8-Saure = Cy),H,NO,, 2,6-Dioxychinolin-4-carbonsaure, 
COOH COOH 
| H | 
C 
‘A 


p-Saure 


H 


Cc «£ ( 


NN UN 
Ac.0C XY CH Aetyten HOC C CH 
a get * | | 
HC C COAe HC CC COH 
Af 4 4 
Cc N Cc N 
H H 


2, 6«Diavetoxyschinolin- 


4-carbonsaure 
Benzoylieren 


! COOH 


H 
HOOC ( x Yc ¢ 
AS S\N oS<* 
HOOC. C C.NO, Bz.0€ & 
{| | I 
HOOC’ C bon ; , ; ¢ 


4 
4 


COOH 


e 


| 


Oxal 


HOOC N 
2-Ox y+3-nitropyridin- CH 
3 


4, 5, 6-tricarbonsaure 
Zinkstaubdest. p-Methoxy+N-methyl- 
senstipsnadagensadianscmenseae eschinolonsrscarbonsaure 


6-Benzoyloxycarbost): 
4-carbonsaurc 


Konz. HJ 
130— 140° 


Chinolin <— 
___Sublimieren KMnO, | 


’ ’ 
COOH 
H 


H H +cCo, 
. © 
AN 


COH 
ef ; 
H | 
CH, CH, 


2, 6:Dioxychinolin ? 
Isatinderivat ? p-Oxy-N-methylee-chin 
recarbonsaure 


Die ausfiihrliche Mitteilung wird bald in der Journ. Agricult 
chem. Soe. Japan 1, Nr. 12 erfolgen. 
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Zur Frage des Einflusses von Arsen- und Antimonverbindungen 
auf die fermentativen Funktionen des Organismus. 


Ill. Mitteilung’): 


Andert sich die Wasserstoffzahl des Milieus wihrend der Verdauung des 
Caseins durch Pepsin in Anwesenheit von Arsen- und Antimonverbindungen ? 


Von 
J. A. Smorodinzew und N. P. Riabouschinsky. 


(Aus der chemo-therapeutischen Abteilung des Tropeninstituts des 
Volkskommissariats fiir Gesundheitswesen in Moskau.) 


(Eingegangen am 10. November 1925.) 


In der vorigen Mitteilung iiber den Einflu®B einiger Arsen- und 
Antimonpraparate auf das Pepsin sind wir zu dem SchluB gekommen, 
daB Brechweinstein (Kalium-antimonyltartrat), Natrium- und Kalium- 
arsenite wie auch Natriumarseniate die Verdauung von Casein durch 
Pepsin hemmen. Da die Ionen K und Na keine Rolle bei der ver- 
zogernden Wirkung der Arsenpraparate spielen, so auBerten wir die 
Vermutung, daB diese Wirkung nur auf Rechnung der Anionen ge- 
schrieben werden mu. Zur ,vélligen Sicherheit sollte ebenfalls fest- 
gestellt werden; ob nicht die aktuelle Reaktion des Milieus unter dem 
EinfluB dieser Stoffe in irgendwelchem betrachtlichen MaBe geindert 
wird, obgleich es a priori zu erwarten war, daB die puffernden Eigen. 
schaften der EiweiBlésung dieser Veranderung entgegenwirken werden. 

Aus von uns unabhangigen Umstanden waren wir nicht imstande, 
diese Versuche seinerzeit anzustellen, und sind erst jetzt dazu gekommen. 

Die Untersuchungen von Smorodinzew und Adowa*) zeigten, dab 
der Saéuregrad des Milieus bei der Methode von Gross ziemlich ge- 
niigend gepuffert ist und py, nach der Verdauung fast unverandert 


1) J. A. Smorodinzew und N. P. Riabouschinsky, diese Zeitschr. 144, 
26, 1924. 

2) J. A. Smorodinzew und A. N.Adowa, Bull. de la soc. chim. biol. 7, 
1925. 
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bleibt. Andererseits fanden diese Verfasser, daB die elektrometrisc}, 
Bestimmung des py bei dieser Methode mit Erfolg durch die kolori- 
metrische (mittels Methylviolett) ersetzt werden kann. Nach den Ver. 
suchen von Smorodinzew und Lemberg) findet wahrend der Verdauuny 
von Casein durch Pepsin in Gegenwart von Chininpraparaten keine 
Veranderung der Wasserstoffionenkonzentration des Milieus statt. 1a 
wir eine ,,Vergiftung‘’ der Wasserstoffelektrode durch die As- und 
Sb-Praparate befiirchteten, haben wir auf Grund dieser Versuche 
kolorimetrische und elektrometrische Bestimmungen des p, der zu 
verdauenden Gemische [nach der Methode von Gross*)] ohne Hinzu- 
fiigung der erwahnten Praiparate gemacht, in ihrer Anwesenheit aber 
maBen wir das py nur mittels Methylviolett und eines Puffers, wobei 
wir dieses letztere auf elektrometrischem Wege (Gaskette) kontrollierten. 
Dabei konnten wir uns tiberzeugen, daB Methylviolett dieselben Farben. 
iiberginge vor und nach der Verdauung in Gegenwart von Antimon- 
und Arsenpraparaten wie auch in ihrer Abwesenheit zeigte. 

In den folgenden Tabellen sind die Ergebnisse unserer Versuche 
angefiihrt, aus denen hervorgeht, daB die aktuelle Reaktion des Milieus 
sich unter diesen Bedingungen nicht andert, und daB also dieser Um. 
stand keine hemmende Wirkung auf den VerdauungsprozeB ausiiben 
konnte. 


Wird das Anion als Urheber der hemmenden Wirkung der Arsen- 


praparate angegeben, so entsteht von selbst die Frage, ob diese Wirkung 
auf das Ferment oder das Substrat ausgeiibt wird. Die Lésung dieser 
Frage stellen wir uns als nachste Aufgabe. 


Zusammenfassung *). 


1. Bei der Verdauung des Caseins durch Pepsin nach Gross’ Methode 
wird die aktuelle Reaktion bei Hinzufiigung der untersuchten As- und 
Sb-Verbindungen nicht verandert. 


2. Der hemmende Einflu8 dieser As-Praéparate ist ausschlieBlich 
durch das Anion bedingt. 


3. Die elektrometrische Bestimmung des py in Gegenwart von 
Arsen- und Sb-Verbindungen kann unter den angegebenen Bedingungen 
durch Methylviolett mit Erfolg ersetzt werden. 


1) J. A. Smorodinzew und C. S. Lemberg, diese Zeitschr. 162, 266, 1925. 

2) J. A. Smorodinzew, Die Fermente des Pflanzen- und Tierreichis, 
3. Teil, S. 102, 1922. Moskau, russisch. 

%) In der vorigen Mitteilung, diese Zeitschr. 144, 30, 1924, ist im 
Absatz 10 der Zusammenfassung aus Versehen Casein statt Pepsin an- 
gegeben worden. 
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Uber den EinfluG der Wasserstoffionenkonzentration 
auf die Diffusion von Farbstoffen in eine Gelatinegallerte. 
(Ein Beitrag zum Zellpermeabilitétsproblem.) 


Von 
Helmut Mommsen. 


(Aus dem Institut fiir animalische Physiologie, Theodor-Stern-Haus, 
Frankfurt a. M.) 


(Eingegangen am 22. November 1925.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Einleitung und Problemstellung. 


Bei dem Austausch gelister Stoffe zwischen der Zelle bzw. Organ- 
systemen und ihrer Umspiilungsfliissigkeit spielt nach einer Hypothese 
von Bethe') die Wasserstoffzahl eine groBe Rolle. Rhode®) konnte an 
geeigneten Zellen zeigen, daB Schnelligkeit und Starke der Anfarbung 
bei sauren Farbstoffen gréBer ist im sauren Milieu, bei basischen Farb- 
stoffen im alkalischen Milieu. Ferner ergaben Versuche von Rhode*) 
am Frosche, Pohle*) am Hunde, daB saure Farbstoffe bei Verfiitterung 
schneller und ausgiebiger Darmwand und Nierenepithelien bei gleich- 
zeitiger Siiurezugabe passieren, basische Farbstoffe bei Zugabe von 
Alkali. Auch das Verschwinden von intravenés injizierten Farbstoffen 
aus der Blutbahn ist in ahnlicher Weise beeinfluBbar, wie neue, noch 
nicht veréffentlichte Experimente an Hunden aus unserem Institut 
zeigen. 

Bei den geschilderten Vorgingen handelt es sich um einen kom- 
plexen ProzeB, der teilweise in der Zellmembran, teilweise im Zellinnern 
sich abspielt. Durch Versuche von Hofmeister, Spiro, Bethe, Pelet- 
Jolivel u.a. wissen wir, da saure Farbstoffe starker durch saure, 
basische durch alkalische Adsorbentien vermutlich auf Grund elektro- 
statischer Krafte adsorbiert werden. Bei geeigneter Reaktion der 
Zellkolloide kénnte der Farbstoff entweder in der Membran oder im 
Zellinnern auf dem Wege der Adsorption angereichert werden. DaB 


1) Diese Zeitschr. 127, 18, 1922. 
2) Pfliigers Arch. 168, 411, 1917. 
*) Ebendaselbst 182, 114, 1920. 
4) Ebendaselbst 208, 558, 1924. 
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beides der Fall sein kann, geht aus Bethes'!) Modellversuchen hervo; 
Er zeigte in Diffusionsversuchen, bei denen eine Farblésung durch eine 
Pergamenthiilse von destilliertem Wasser getrennt war, daB saure 
Farbstoffe in saurer Lésung schneller zum Konzentrationsausgleich 
kamen als in neutraler oder alkalischer Lésung, wobei sich im ersteren 
Falle die Hiilse stirker anfirbte; umgekehrt verhielten sich basische 
Farbstoffe. Wurde das destillierte Wasser im Innern der Hiilse dure} 
eine Kolloidlésung, z. B. Rinderserum, ersetzt, um so ein Modell einer 
Zelle herzustellen, so kam es im Innern der Hiilse zu einer starken 
Farbstoffspeicherung, wenn ein saurer Farbstoff in saurem Milieu 
verwandt wurde, wahrend bei alkalischer Reaktion eine Speicherung 
vermibt wurde. 

Unentschieden blieb dabei, ob der Durchtritt einer gréBeren Farb- 
menge in der Zeiteinheit tatsichlich auf Adsorption, ,,besserer Léslich- 
keit“ des permeierenden Stoffes in der Membransubstanz im Sinne 
von L’ Hermite*), oder auf einer Veriinderung der Diffusionsgeschwindig- 
keit oder auf beiden Prozessen beruht, wobei beide im gleichen oder 
im entgegengesetzten Sinne wirksam sein kénnten. Von vornherein 
ist wahrscheinlich, daB die Adsorption der treibende Faktor ist, daf 
also dann, wenn der Farbstoff stark in der Membran angereichert ist, 
mehr Molekiile in der Zeiteinheit die Membran passieren, daB jedoch 
die Geschwindigkeit, mit der die einzelnen Molekiile bei der betreffenden 


Reaktion diffundieren, herabgesetzt ist. Die Annahme einer Ver- 
anderung der Diffusionsgeschwindigkeit in diesem Sinne ergeben folgende 
Uberlegungen : 


, 


K 
1. Nach der Exner-Eulerschen*) Formel D = yM (D = Diffusions- 


koeffizient, K = Konstante, M = Molekulargewicht) nimmt die 
Diffusionsgeschwindigkeit mit Zunahme des Molekulargewichts und 
nach der von Einstein*) entwickelten Vorstellung mit Zunahme der 
TeilchengréBe ab. 

2. Die von den zitierten Autoren und mir zu den Versuchen be- 
nutzten Farbstoffe haben in mehr oder weniger hohem MaBe den 
Charakter von Kolloiden. 

Die meisten sauren Farbstoffe flocken aus in Saéuren, die basischen in 
Alkalien. Eine Sonderstellung nimmt Rhodamin B (amphoterer Farbstoff) 
ein, das noch besonders besprochen wird. Das Ausflocken ist nicht allein auf 
das Freimachen der schwerer léslichen Farbsaure oder -base zuriickzufiihren, 
wie Freundlich*®) wenigstens fiir Eosin und Safranin meint, da sonst die Aus 


1) Zitiert 8. 77. 

*) Ann. de Chim. et de Phys. 48, 420, 1855. 

8) Wiedemanns Ann. d. Phys. 68, 273, 1897. 

*) Zitiert nach Freundlich, Kapillarchemie, 2. Aufl. 1922, S. 478 u. folg. 
5) Kapillarchemie, 2. Aufl., S. 898, 1922. 
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flockung bei viel geringeren Elektrolytzusétzen erfolgen miiBte. Da®B es 
sich auch bei Eosin und Safranin um einen kolloidchemischen Vorgang 
handelt, macht auBerdem die Fallbarkeit durch Salze [Teague und Buzxton'), 
Hover und Kempner*)], ferner das von Bethe*) studierte Verhalten im elek- 
trischen Potentialgefalle wahrscheinlich. Bei dem Zusatz von z. B. HCl 
zu einem sauren Farbstoff werden die Teilchen vermutlich entladen und 
treten zu gréBeren Komplexen zusammen, bis sie schlieBlich ausfallen. 
Traube und Kohler*), die den unseren ahnliche, noch zu besprechende 
Versuche machten, untersuchten emige Farbstofflésungen ultramikro- 
skopisch vergleichsweise in neutraler und saurer, bzw. alkalischer Lésung und 
fanden, da®B saure Farbstoffe durch Saéurezusatz grobdisperser werden. 
Diffusionsversuche von Farbstoffen in Flie8papier unter steigendem Salz- 
zusatz machten bereits Teague und Buxton') mit Eosin und Methylenblau. 
Mit zunehmender Salzkonzentration wurden die Diffusionshéhen kleiner; 
in der Erklérung legen die Autoren das Hauptgewicht auf die durch den 
Salzzusatz bedingte Vergréberung der Teilchen und die daraus wieder 
folgende verstarkte Adsorption, die das Vordiffundieren hindern soll. 
Somit scheint es wahrscheinlich, daB saure Farbstoffe durch Saéurezusatz, 
basische durch Beigabe von Alkali grobdisperser werden. 


Wir kénnen also nach der Exner-Eulerschen Formel von vornherein 
erwarten, daB die von Bethe und seinen Mitarbeitern an toten und 
lebenden Membranen beobachteten Anderungen der Durchlissigkeit 
infolge von Reaktionswechsel nicht durch entsprechende Veranderungen 
der Diffusionsgeschwindigkeit zu erklaren sind, daB diese vielmehr im 
entgegengesetzten Sinne wirken wird. 

Zur experimentellen Priifung unserer Frage stellten wir Diffusions- 
versuche von Farbstoffen in Gelatinegallerten von wechselndem py an. 


Methodik und Kritik derselben. 


Zu meinen Versuchen wahlte ich folgende Farbstoffe: 

Eosin, gelblich, 489°), Croceinorange G. 23, Safranin T 611, Capriblau 
556, Rhodamin B 479. 

Nach Versuchen von Herzog und Polotzki*) zeigen die Diffusions- 
konstanten dieser Farbstoffe, die nach Eindringen in eine 5proz. Gelatine- 
gallerte in verschiedenen Schichten bestimmt wurden, recht konstante 
Werte. Es ist also nicht anzunehmen, da8 sie in unvorhergesehener Weise 
mit der Gallerte reagieren. Ich arbeitete mit folgender Versuchsmethodik : 
Yon einer mit n/30 bis n/40 HCl bereiteten 10proz. Gelatine ausgehend, 
stellte ich mir durch Verdiinnen mit gleichen Mengen destillierten Wassers 
5proz. ungefarbte und mit m/500 Farblésung 5proz. gefarbte Gelatine her, 


1) Zeitschr. f. phys. Chem. 60, 1907. 

2) Diese Zeitschr. 11, 1908. 

8) Kolloid-Zeitschr. 27, 11, 1920. 

*) Intern. Zeitschr. f. physik.-chem. Biol. 2, 197, 1916. 

5) Die hinter den Farbstoffen vermerkten Zahlen bedeuten die laufenden 
Nummern in der tabellarischen Ubersicht organischer Farbstoffe von Schultz 
und Julius, 4. Aufl. Berlin 1902. 

*) Zeitschr. f. phys. Chem. 87, 449, 1914. 














80 H. Mommsen : 







































die also den Farbstoff in einer Verdiinnung von m/1000 enthielt. Beide 
Gelatinen miissen anndhernd das gleiche p, haben; die geringen Ab. 
weichungen der Farbstofflésungen von der Neutralitat kénnen gegeniilber 
den zugesetzten Mengen an Saéure oder Alkali vernachlassigt werden. Das 
in der ungefarbten Gelatine mit Michaelisindikatoren gemessene p,, betrug 
4,6 bis 4,8, in einem Versuch 4,2. In gleicher Weise bereitete ich mir mit 
n/30 bis n/40 NaOH ungefirbte und gefarbte alkalische Gelatine vom 
Py 8,3 bis 8,8. In Vorversuchen war gepriift, daB die Farbstoffe bei den 
angewandten Wasserstoffzahlen nicht ausflockten. Nach Sterilisation cer 
Gelatinelésungen wurden 30ccm ungefirbte Gelatine in gleichmasig 
zylindrische Réhrchen von etwa 20 mm lichter Weite eingefiillt und nach 
Erstarren in Eis mit 10ccm Farbgelatine der gleichen Reaktion iiber. 
schichtet. Die Versuchsréhren standen im Eisschrank. 


Eine weitere Versuchsreihe wurde so angesetzt, daB die Diffusion 
aus einer wasserigen Farbstofflésung in die Gallerte erfolgte. Um eine 
Farbstofflésung zu erhalten, die mit der Gelatine und den in ihr befindlichen 
Zusitzen wenigstens annihernd im Gleichgewicht war, wurde 5proz. saure 
und alkalische Gelatine, die in der beschriebenen Weise bereitet war, zu- 
naichst mit destilliertem Wasser iiberschichtet; nach zweitagigem Stehen 
im Eisschrank wurde das Wasser abgegossen und das p, gemessen, das 
ungefaihr dem der Gelatine entsprach. Darauf dampfte ich zur Halfte ein 
und fiillte wieder mit m/500 Farbstofflésung auf. Ich hatte also wieder 
m/1000 Farbstofflésung in einer Fliissigkeit, die sich mit der Gallerte 
annaéhernd im Gleichgewicht befand. Im iibrigen erfolgte das Ansetzen 
der Réhrchen in der beschriebenen Weise. 

Die Vorbehandlung der Gelatinen erfolgte in allen Versuchen méglichst 
gleichmaBig, da die Struktur der Gallerten durch Kochen, verschieden 
schnelles Erstarren veraindert wird (Zsigmondy, Liesegang, P. v. Schréder) 

Der Diffusionsweg der Farbstoffe wurde taiglich von auBen von de 
mit Markierung versehenen Grenze zwischen den iibereinander geschichteten 
Gelatinen, bzw. Gelatine und wisseriger Farbstofflésung gemessen; trotz 
der besonders gegen Ende der Versuche unscharfen Farbgrenze gelingt es, 
nach einiger Ubung Parallelmessungen zu erzielen, die selten mehr als 
+ 2 Proz. differieren. 

Zur Feststellung der in die Gelatine hineindiffundierten Mengen wur 
der ganze Gelatinezylinder durch kurzes Eintauchen in heiBes Wasse 
herausgelést, und der bei Versuchsbeginn dariiber geschichtete Farbgelatine- 
block abgebrochen, was meist leicht gelingt. Erfolgte die Diffusion au 
wisseriger Farbstofflésung, so wurde diese einfach abgegossen und dan 
der Gelatinézylinder herausgelést. Die eingedrungenen Farbstoffmenge: 
wurden nach Einschmelzen und Verdiinnen der Gelatine im Kriissche 
Kolorimeter mit Lummer-Brodhuhnschem Prisma bestimmt. Es wur 
streng darauf geachtet, daB gegen eine Vergleichslésung von gleichem 
und gleichem Gelatinegehalt kolorimetriert wurde. Die Versuche, be 
denen die Diffusion aus Gelatine in Gelatine erfolgte, nenne ich im folgende: 
kurz ,,Gallertversuche‘‘, waihrend die Versuche, bei denen der Farbstof 
aus wasseriger Lésung eindrang, ,,Wasserversuche™ heiBen sollen. 

Gegen die Versuchsanordnung wire einzuwenden, daB die Gelatin: 
durch die zugesetzten Saure- und Alkalimengen in ihrem Quellungszustan 
verandert wird, daB die Farbstoffe daher nicht unter gleichen Bedingunge: 
diffundieren. Tatsichlich hat die alkalische Gelatine einen héheren Fr; 
starrungspunkt, eine kiirzere Gelatinierungszeit, ist harter und sieht in 
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durchfallenden Lichte heller aus, was fiir Verschiecenheiten in GréBe 
und Quellungszustand der Gelmizellen spricht. Eine eingehende Erérterung 
der Frage eriibrigt sich, da Liesegang') die alten, viel zitierten Versuche 
von Bechold und Ziegler*), daB8 quellungsférdernde Stoffe die Diffusion 
erleichtern, entquellende sie hemmen. einer berechtigten Kritik unterzogen 
hat. Liesegang weist nach, daB Becholds Annahme nur dann richtig ist, 
wenn die quellungsférdernden Stoffe zu einer teilweisen Verfliissigung der 
Gelatine fiihren. Dies war bei meinen Versuchen niemals der Fall. 


Literatur. 


Ahnliche Versuche, wie die beschriebenen, mit einigen anderen 
Farbstoffen machten bereits Trawbe und K@hler*). Sie bestimmten 
jedoch nur die Diffusionswege in Versuchen, bei denen Farbstoff aus 
wisseriger Lésung unter steigendem, zum Teil recht erheblichem 
Saurezusatz in die gleiche Gelatine diffundierte. p,,-Messungen wurden 
nicht vorgenommen, ebenso die eingedrungenen Mengen nicht bestimmt. 
Sie kamen bei diesen Versuchen trotz nicht erschépfender Methodik 
im wesentlichen zu den gleichen Resultaten, wie wir. 

Herzog und Polotzki*), die in sehr eingehenden Studien die Diffu- 
sionskoeffizienten der Hydro- und Gallertdiffusion von Farbstoffen 
verglichen, priiften in einigen Versuchen auch die Frage, ob Siure- 
oder Alkalizusatz einen Einflu8 auf die Diffusionsgeschwindigkeit hat ; 
sie kamen zu negativen Resultaten, offenbar deshalb, weil sie zu geringe 
Zusatze an Saure und Alkali wahlten, die das p,, der stark puffernden 
Gelatine nicht oder kaum andern konnten. 


Versuche. 


Die Resultate der Messungen der Diffusionswege von ,,Gallert*‘- 
und ,,Wasserversuchen“ (s. Methodik) sind in den Tabellen I und II 
zusammengestellt. Eine bessere Ubersicht ergeben die Abb. 1 bis 3. 
Wie erwartet, ist die Diffusionsgeschwindigkeit der beiden sauren 
Farbstoffe Eosin und Croceinorange im sauren System, der basischen 
Farbstoffe Capriblau und Safranin im alkalischen System herabgesetzt. 
So betrigt die Geschwindigkeitsdifferenz beim Eosin rund 50 Proz.; 
die Diffusion erfolgt im sauren System also nur halb so rasch. Bei 
den iibrigen Farbstoffen ergeben sich Unterschiede von rund 25 Proz. 

Beim Rhodamin zeigen sich nur geringe Differenzen, und zwar verhalt 
es sich so, als ob die TeilchengréBe in alkalischer Lésung kleiner wire, 
d. h. als ob ein saurer Farbstoff vorlige, obwohl es gewéhnlich unter die 


basischen Farbstoffe gezihlt wird, da es als Chlorid in den Handel kommt. 
Eine Erklarung fiir das Verhalten des Rhodamins ist in seiner Konstitution 


1) Chemische Reaktionen in Gallerten, 2. Aufl., 1924. 
*) Zeitschr. f. phys. Chem. 56, 105, 1906. 

8) Zitiert S. 79. 

*) Zeitschr. f. phys. Chem. 87, 449, 1914. 
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und in Versuchen von Bethe!) zu sehen. Das Rhodamin enthalt eine Carb- 
Sea oxylgruppe, welche ihm deutlich saure, mit der Gaskette nachweisbare 
Eigenschaften verleiht. Im elektrischen Potentialgefille wandert es in 
saurer Lésung rein kathodisch, in alka- 
































os lischer Lésung vorwiegend anodisch "95 a 
Ss und wenig kathodisch. Es ist also ein y’| 
partiell amphoterer Elektrolyt. Daher / | 
ist es sehr gut mdglich, daB bei den ? 
gewahiten p, die Farbstoffteilchen +—+—+-—+-+. 4791» 
in alkalischer Lésung zum Teil eine Al 
geringere GréBe haben als in saurer. (“ | 
MS oS | 
“ 0 30 + “fo 
+ ‘o 
3 5} 25 zee 
ce 
*) 
Sew 20; 20 +--+ 
1 OS ot 
2 
ss St 18 + TH 
t+ 
>ao 
fb 0 10 a 
NH 6 
: | | 
‘ | | 
5 § 4 —+—_—_—}— - oe | + + —=— 
| 
i | | a. a! i lL ae 
0 30 60 90 120 150 780 210 240 270 0 JO 60 90 120 150 TO 210 240 
Stunden Stunden 
Abb. 1. Eosin (saver). Abb. 2. Safranin (basisch). 
; Graphische Darstellung der Diffusionswege in Millimetern (Ordinate) zu den Zeiten in Stunden 
(Abszisse); Werte der Gallertversuche ausgezogen : , Werte der Wasserversuche ge- 
strichelt: ----- . im sauren System + +, im alkalischen System ( O. 


Der Vergleich der Kurven der Gelatineversuche mit den Wasser- 
versuchen ergibt, daB die Diffusionsgeschwindigkeit bei Wasser- 
versuchen meist, im Beginn stets, gréBer ist, die Differenz der Diffusions- 
geschwindigkeiten jedoch nicht wesentlich geiandert ist (vgl. auch 
Tabelle III, Spalte 7). 


1) Zitiert S. 79. 
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Bei Betrachtung der in die Gelatine hineindiffundierten Mengen 
ist Folgendes zu beachten: Wie ich in der Einleitung erwihnte, ist 
bekannt, da8B saure Farbstoffe starker an sauren, basische an alkalischen 
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Abb. 3. Rhodamin (amphoter) 
Graphische Darstellung der Diffusionswege in Milli- 
metern (Ordinate) zu den Zeiten in Stunden (Abszisse); 
Werte der Gallertversuche ausgezogen: ———, Werte 
der Wasserversuche gestrichelt: -----, im sauren 
System +———- +, im alkalischen System © ——— O. 


Adsorbentien haften. Durch 
dieVersuchsanordnung,daB 
der Farbstoff aus einer 
Gelatinegallerte in eine 
solche von gleichem p, 
diffundiert, sollte erreicht 
werden, daB die Adsorption 
als treibender Faktor der 
Diffusion ausgeschaltet 
wird. Der vordringende 
Farbstoff findet auf seiner 
Diffusionsbahn iiberall die 
gleichen Adsorptionsbedin - 
gungen vor, wie er sie 
urspriinglich indem dariiber 
geschichteten Farbgelatine- 
zylinder hatte. Im Gegen- 
satz zu den Gallertver- 
suchen kommen’ bei den 
Wasserversuchen die Kriafte 
der Adsorption zu denen 
der Diffusion hinzu. So 
wird z. B. die saure Gelatine 
einen sauren Farbstoff in 
viel stirkerem Mafe an 
sich reiBen als die alkalische 
Gelatine. 

In den Stiben 4 und 5 
der Tabelle III sind die 
absoluten Werte der iiber- 
gegangenen Farbstoff- 
mengen aufgefiihrt. Es 
zeigt sich, daB  aus- 
nahmslos in Wasserver- 
suchen mehr Farbstoff 
in die Gallerte’ ein- 


gedrungen ist. Das ist leicht verstandlich, da aus wiisseriger 
Lésung der Farbstoff stairker adsorbiert wird. Um nun aber in 
iibersichtlicher Weise die vergleichende Betrachtung der einerseits 
bei saurer, andererseits bei alkalischer Galiertreaktion eingedrun- 
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genen Farbstoffmengen durchzufiihren, sind folgende Quotienten ge- 
bildet worden: 
Tabelle 111, Mengenbestimmungen. 
1 2 3 a ee 6 7 
In die Gelatine ein 
gedrun . We 100 
Farbstoft Nech | toffmengen in mg || “5. 100 a 
Tagen - Ma Wa 
Saure Gel. Alk. Gel. 








ae Gallertversuch 25,8 9449 0,856 52,0 47,9 
: || Wasserversuch 9,7 3,930 2,020 194.4 49.6 
{ Gallertversuch 121 0,874 0,677 129.0 72,2 

\ 


, 


orange Wasserversuch 9.8 2,100 ~=—-1,040 202,7 79,4 


. {| Gallertversuch 11,8 1070 1,020 104,0 93,1 
Rhodamin}| Wacserversuch | 128 | 1490 1450 1039 | 949 


M,.100 | Wa. 100 

Ms Ws 

Gallertversuch 12.8 0,945 | 0531 56,4 74.9 
Wasserversuch | 13,8 1,100 0,904 81,9 77,2 


Capriblau | 
| Gallertversuch | 9,9 0,645 | 0,554 858 | 76,7 
\! 


Safranin Wasserversuch 10,8 1240 1,520 122,7 56,5 
My. 100 W,. 100 
Saure Farbstoffe'): ~ * 1 . 
- offe ") M, unc W, 
M..100 W,. 100 
Basische Farbstoffe : M. und W. : 


M, = Farbstoff in Milligrammen, der in saure Gelatine ein- 
gedrungen ist. ; 
Farbstoff in Milligrammen, der in alkalische Gelatine ein- 
gedrungen ist. 

W. = Diffusionsweg, der in saurer Gelatine zuriickgelegt ist. 

W, = Diffusionsweg, der in alkalischer Gelatine zuriickgelegt ist. 

Ein Vergleich der in Tabelle III, Stab 6, aufgefiihrten Mengen- 
quotienten der Gallert- und Wasserversuche zeigt, daB auBer beim 
Rhodamin der Mengenquotient der Wasserversuche iiber dem der 
Gallertversuche liegt. Im Gegensatz weichen die Wegquotienten 
(Spalte 7) der einzelnen Farbstoffe verhaltnismaBbig wenig voneinander 
ab. Es hat also bei sauren Farbstoffen die saure, bei basischen die 
alkalische Gelatine aus wiisseriger Lésung mehr Farbstoff an sich 
verissen als aus Gallertlésung. Andererseits ist es fiir die Diffusions- 
geschwindigkeit ziemlich belanglos, ob der Farbstoff aus wasseriger 
oder gallertiger Lésung diffundiert. 


M 


I 


a 


') Rhodamin ist bei den sauren Farbstoffen gefiihrt, da bei ihm in 
unseren Versuchen aie sauren Eigenschaften stairker hervortreten als 
die basischen. 
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Wieweit es gelungen ist, die Adsorption als treibenden Faktor der 
Diffusion auszuschalten, lebren Vergleiche zwischen den Weg- und Mengen- 
quotienten der Gallertversuche. Bei vélliger Aufhebung der Adsorption 
miissen offenbar die eingedrungenen Mengen den Diffusionswegen pro- 
portional sein. Je langsamer ein Farbstoff diffundiert, desto weniger dringt «r 
in die Gelatine ein. Vergleicht man jedoch die pro | g Gelatine eingedrungene 
Farbstoffmenge einerseits der sauren, andererseits der alkalischen Gelatine, 
so miiBte diese Menge gleich sein. Es ware dann bei sauren Farbstoffen: 

Ms.100 Ws. 100 
Ma Wa ’ 
bei basischen Farbstoffen : 
Ma. 100 Wa. 100 
Ms Ws 1 


Dies ist in Annaherung erreicht beim Eosin und Safranin. Aber auch bei 
diesen beiden Farbstoffen, ferner beim Rhodamin, am starksten beim 
Croceinorange liegt der Mengenquotient iiber dem Wegquotienten. Ab- 
weichend verhalt sich nur das Capriblau. Mark*) fand nun an verschiedenen 
Systemen, daB es eine Sattigung der Adsorption gibt. Die Kurve der 
Adsorptionsisothermen liuft von einer bestimmten Konzentration an der 
Abszisse parallel. Es ist nun vorstellbar, daG die Kraft, mit der die Teilchen 
am Adsorbens festgehalten werden, mit der Annaherung an den Sattigungs- 
punkt abnimmt. In dem vorliegenden Falle hieBe es, daB berei.s mit 
Farbstoff angereicherte Gelatine nicht mit derselben Kraft adsorbiert wie 
ungefarbte Gelatine. Dort, wo die Krafte der Adsorption an sich gering 
sind, fiir saure Farbstoffe im alkalischen System, fiir basische im sauren, 
wird die Stérung des Adsorptionsgleichgewichts gering sein, jedoch dort 
sich bemerkbar machen, wo stark adsorbiert wird, bei sauren Farbstoffen 
in saurer, bei basischen in alkalischer Gelatine. Infolgedessen iiberwiegen 
bei sauren Farbstoffen die Mengen, bezogen auf die Steighéhen, in der 
sauren, bei basischen Farbstoffen in der alkalischen Gelatine. Im Gegensatz 
hierzu scheint die’ Adsorption des basischen Farbstoffs Capriblau derart 
fest zu sein, da8 im alkalischen System relativ weniger Farbstoff vor- 
dringen konnte*). Versuche mit wechselndem Farbstoffgehalt des iiber- 
geschichteten Farbgelatineblocks kénnten hier weitere Klarung bringen 


, SehluBfolgerwmgen und Zusammenfassung. 


Meine Versuche machen wahrscheinlich, daB die von Bethe wn! 
seinen Mitarbeitern beobachteten Anderungen der Membrandurch- 


1) Zitiert nach Héber, Physikalische Chemie der Zellen und Gewebe, 
5. Aufl., S. 165, 1922. 

2) Capriblau verhali sich auch nach Bethes (diese Zeitschr. 127, 20, 1922) 
Untersuchungen bei der Dialyse durch eine Pergamenthiilse abweichend 
Im Gegensatz zu anderen untersuchten basischen Farbstoffen erfolgt beim 
Capriblau der Ausgleich zwischen in der Hiilse befindlichem Wasser un 
auBen befindlicher Farbfliissigkeit am raschesten in saurer Lésung. Bethe 
beobachtete, daB das Pergament in alkalischer Lésung auBerordentlich 
stark angefarbt war, und vermutete Farbniederschlage, die die Poren der 
Membran verstopften. Nach meinen Versuchen scheint es nun so zu sein, 
da6 der Farbstoff durch die Krafte der Adsorption derart intensiv fest- 
gehalten wurde, daB die Diffusion gehemmt war. 
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lussigkeit infolge von Reaktionswechsel auf dem Wege verinderter 
Adsorption zustande kommen, nicht aber durch Anderung der Diffusions- 
veschwindigkeit. Diese wird zwar auch beeinfluBt, jedoch in dem 
Sinne, daB sie den beobachteten Erscheinungen entgegenwirkt, wie 
meine Versuche klar zeigen und die Hxner-Eulersche Forme! bereits 
yvermuten lieB; denn unter den Umstanden, unter welchen die Gesamt- 
menge an Farbstoff, die durch eine Membran hindurchtritt, gréBer 
wird, wird die Diffusionsgeschwindigkeit des einzelnen Farbstoff- 
teilchens herabgesetzt. Der Effekt eines reichlicheren Durchtritts wird 
dadurch erzielt, daB die Membran stark mit Farbstoff beladen ist, 
und die einzelnen Farbstoffteilchen in gréBerer Anzahl bei herab- 
gesetzter Diffusionsgeschwindigkeit die Membran passieren. Zu diesem 
SchluB berechtigen folgende Befunde: 

1. Die Diffusionsgeschwindigkeiten von Farbstoffen, die einerseits 
in saure, andererseits in alkalische Gelatine eindringen, werden so 
beeinfluBt, daB saure Farbstoffe durch die saure, basische durch die 
alkalische Gallerte verlangsamt werden. 

2. Dies Resultat wird in gleicher Weise erzielt, einerlei, ob der 
Farbstoff aus gallertiger oder wisseriger Lésung diffundiert. 

3. Die eingedrungenen Mengen sind in den Versuchen, bei welchen 
die Diffusion aus Gallertlésung erfolgt, den Diffusionswegen annahernd 
proportional. 

4. Hingegen sind in der zweiten Reihe von Versuchen — Diffusion 
aus wasseriger Lisung — die eingedrungenen Mengen, bezogen auf 
die Steighéhen, bei sauren Farbstoffen in der sauren, bei alkalischen 
in der alkalischen Gelatine gréBer. Eine Erklarung fiir dies Verhalten 
wird in den geanderten Verhiltnissen der Adsorption gesucht. 

5. Die Versuche finden zur Stiitzung einer Hypothese von Bethe 
liber den EinfluB der Wasserstoffionenkonzentration auf die Permea- 
bilitat von Zellmembranen Anwendung. 

Fiir die Anregung zu dieser Arbeit und das ihr entgegengebrachte 
rege Interesse méchte ich Herrn Prof. Bethe meinen wiirmsten Dank 


sagen. 
Diese Arbeit wurde mit Hilfe der Rockefeller Foundation ausgefiihrt, 
wofiir ich auch an dieser Stelle meinen Dank aussprechen miéchte. 
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Neue Methoden in der Mikro-Physiko-Chemie. 


Von 
R. Keller (Prag). 
(Eingegangen am 23. November 1925.) 


Aufmerksamen Lesern dieser Zeitschrift sind meine Versuche 


bekannt, mit Hilfe von elektrisch geladenen Farbstoffpartikelchen 
und mit Hilfe anderer davon unabhingiger Kontrollmethoden die 
Mikroelektrochemie der lebenden Zelle in groben Umrissen aufzudecken. 
In der letzten Zeit ist es gelungen, diese Methodik zu verbessern und 
sicherer zu machen. Insbesondere Reinhold Fiirth, Josef Gicklhorn u. a. 
haben Erfolge erzielt, die beachtenswerte Aussichten fiir die Zukunft 
eréffnen. Die betreffenden Versuche sind teils noch unveréffentlicht, 
teils in zoologischen und anderen speziellen Zwecken dienenden Zeit- 
schriften erschienen, es sei deshalb gestattet, in einer gedringten Dar. 
stellung hervorzuheben, was fiir die chemische Physiologie des lebenden 
Organismus bemerkenswert erscheint. 


Ausgangspunkt der Untersuchungen war der Gedanke, da die ge- 
woéhnliche Laboratoriumschemie und Laboratoriumsanalytik nicht einfach 
auf lebende Zellen iibertragen werden kann, da in den lebenden Organen 
vor allem elektrische Stréme, elektrische statische Ladungen die kleinsten 
sichtbaren Zellteile durchsetzen und dieser Faktor allein die Analysen- 
regeln unter Umstinden umkehren kann. Um eines der bekanntesten 
Beispiele zu nennen, die Salzsiureproduktion der Magenschleimhaut, so 
kann man in jedem Lehrbuch der Physiologie, auch in den neuesten Auf- 
lagen, lesen, daB Silberlésungen in den Belegzellen der Fundusschleimhaut 
des Magens Chlorsilber niederschlagen, das sich am Licht schwarzt, dai 
also dort die Stelle der Salzsiureproduktion des Magens ist. Mit Hilfe 
meiner mikroelektrischen Methodik hat meine Mitarbeiterin W interniiz') 
schon 1917 festgestellt, daB die Belegzellen die auffallendsten Kathoden 
des Magens sind, sie ziehen das zur Kathode wandernde Silberion an sich, 
ebenso wie Eisen, Nickel, Kobalt und andere Metalle; die Tatsache, dai 
sich in den Belegzellen das Silberion anreichert, entladet und speichert. 
ist keineswegs eine Reaktion auf Chlor oder Salzséure, sondern im Gegentei! 
ein Hinweis auf relative Chlorfreiheit. Die Belegzellen sind in Wirklichkeit 
die alkalischsten Punkte der Magenschleimhaut, welche, wie man langst 
weib, angefiillt ist mit kochsalzreicher Lymphe, kochsalzreichem Blute, 
salzsiurereichem Magensaft. Es war auch auf Grund der alten Methodik 
keineswegs einwandfrei, mit Silbernitrat wie im Reagenzglas auf Chlor- 


1) Die Elektrizitat in der Zelle, 1. Aufl. 
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wasserstoff suchen zu wollen, was auch von einsichtigen Kritikern schon 
viel friiher hervorgehoben wurde. Diese und andere Analysen gleichen 
Wertes halten sich aber in den Lehrbiichern weiter. Neuestens haben nun 
einige genaue Untersucher, zuerst Schmidtmann'), die Reaktion der Magen- 
schleimhaut mit dem Mikromanipulator von Péterfi untersucht und immer 
gefunden (ohne Kenntnis meiner in der Literatur ignorierten alteren Beob- 
achtungen), daB die Belegzellen die alkalischsten Zellen der Mager.schleimhaut 
sind (py = 6,9 bis 7,1). Auf eine schlagendere Weise hatte die jetzt noch 
allgemein geltende Lehre, daB die Belegzellen die Orte der Salzsiure- 
produktion sind, nicht widerlegt werden kénnen. 


Selbst wohlwollende Beurteiler der hier vertretenen Pichtung 
haben den Eindruck, daB die elektromikroskopische Methodik mit 
einem ganzen Turm von neuen und unbewiesenen Hypothesen arbeitet. 
Es mag sein, daB auf Grund der zahlreichen neuen experimentellen 
Resultate von Zellpotentialen Vermutungen iiber aktuelle physiologische 
Probleme gegeben werden, die richtig oder falsch sein kénnen — wahr- 
scheinlich nicht ganz richtig, aber keineswegs ganz falsch —, auf die 
aber im allgemeinen kein besonderer Wert gelegt wird. Wer sich in 
das Problem ein wenig vertieft, wird Jeicht erkennen, dab die Grundlehre 
mit diesen Gelegenheitshypothesen nicht so verkniipft ist, daB sie 
mit ihnen steht oder fallt. Der Hauptwert der neuen Methodik scheint 
darin zu liegen, daB sie uns dem natiirlichen Geschehen dadurch niher 
bringt, daB sie bei aller Anerkennung des chemischen Fundaments 
der analytischen Zellforschung doch auch dem iiberall im Lebenden 
stark wirksamen elektrischen Faktor zu seiner Geltung oder doch Mit- 
geltung und Mitberechnung verhilft. 


Vielen Biochemikern scheint schon der Gedanke an elektrische Zell- 
potentiale hypothetisch oder geradezu phantastisch. Die Elektrophysiologen 
haben ausnahmslos in allen Zellen der lebenden Tiere und Pflanzen elek 
trische Potentiale aufgefunden (elektrische Stréme, wie sie die Elektro- 
physiologen — in diesem Punkte weitgehender als ich —- nennen). Allerdings 
wurden die Potentialdifferenzen der Pflanzenwurzel, -blitter, -gefaiBe 
der tierischen Kreislaufelemente, mit Ausnahme des Herzens, der Leber, 
Milz, Niere, des Darmes, vernachlassigt zugunsten der Nerven- und Muskel- 
stréme, des Hauptarbeitsgebiets der Elektrophysiologie. Das kam einfach 
davon, da8 nur diese beiden Zellarten (in einer einzigen Dimension, der 
Lange) ausnahmsweise MaBe aufweisen, die mit den menschlichen Gliedern 
untersucht, mit menschlichen Augen gesehen werden kénnen. Es ist ein- 
seitigster Anthropomorphismus, der die heutige Lage der Elektrophysiologie 
geschaffen hat. Oder hat im Ernst ein Physiologe daran gezweifelt, daB 
in mit groben Handen nicht greifbaren mikroskopischen Zellen und Zell- 
teilen, die die iiberwaltigende Mehrheit der Zellen ausmachen, andere 
elektrische Grundgesetze gelten als in den faserférmigen, dem freien mensch- 
lichen Auge erreichbaren Ausnahmszellen, den Muskeln und Nerven? 
Die Tatsache, da z. B. die Magendriisen wahrend ihrer Sekretionstatigkeit 
charakteristische elektrische Stréme beohachten lassen, ist seit Jahrzehnten 


1) Schmidtmann, Zeitschr. f. ges. exper. Med. 45, 724, 1925. 
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bekannt. Bohlen, ein Schiiler Biedermanns, hat dies auf Umwegen dadurch 
festgestellt, daB er eine Elektrode an die innere Schleimhautfliche des 
Magens anlegte, eine andere an die féuBere Oberfliche, die Serosa des 
Magens und auf diese Weise regelmaéBige elektrische Stréme wahrend der 
Sekretionstatigkeit ableiten konnte. Es war bei diesen Versuchen klar, 
da8 zwischen der durch zwei Muskelhaute und eine isolierende Oberflachen. 
schicht elektrisch abgedichteten AuBenhaut des Magens und seiner inneren 
sezernierenden und resorbierenden Schleimhaut keinerlei physiologische. 
keinerlei chemische und keinerlei elektrische Beziehung bestehen konnte 
man hatte aber infolge der mikroskopischen Kleinheit der Sekretionszellen 
im vergangenen Jahrhundert kein Mittel, um diese Potentialdifferenzen 
direkt im Vergleich mit Zellgattungen zu beobachten, aus denen die 
Sekretionszellen ihre Stoffe oder ihre Energieleistungen vermutlich bezogen. 
Die damalige Physiologie hatte die nur auf Umwegen angreifbare Aufgabe 
vor sich, gleichsam mit Elefantentatzen ein Spinngewebe zu analysieren. 
Keiner der Elektrophysiologen der vergangenen Jahrzehnte, der eine 
Zeitlang experimentell gearbeitet hatte, zweifelte aber an der Grund. 
vorstellung, daB alle physiologisch gleichwertigen Punkte eines lebenden 
Gewebes, beispielsweise alle Punkte eines um einen parallelfaserigen Muske! 
gelegten Oberflichenmeridians, das gleiche elektrische Potential haben, 
und da8 zwischen ihnen und beliebigen anderen Punkten des Muskels 
oder beliebiger anderer Organe gesetzmaéBige, nicht unbetrichtliche elek- 
trische Spannungen existieren. Die Grundanschauung, daB physiologisch 
ungleichwertige Punkte jeder lebenden Zelle elektrische Spannungen 
gegeneinander aufweisen, kann man also nicht als eine neue Hypothese 
bezeichnen, sie ist ein gesichertes Grundaxiom. Zum Uberflu8 besitzen 
wir jetzt in den elektrohistologischen chemischen Methoden und in dem 
Mikromanipulator Péterfis experimentelle Méglichkeiten, diese Potentiale 
auch in lebenden Einzelzellen zu messen. Soweit solche Messungen, die 
sehr schwierig auszufiihren sind, bisher vorliegen, haben die Mikromani- 
pulatormessungen durchweg die elektrochemischen Resultate bestdtigt und 
ebenso das Axiom, daB alle Teile lebender Zellen gegeniiber der Erde oder 
gegeniiber einer Normalelektrode Ladungen aufweisen. 


Uber die Tatsache, daB in den Zellen und zwischen den ver- 
schiedenen Zellen elektrische Potentiale gesetzmaBig auftreten, ist 
wohl auch der skeptischste Beurteiler der mikroelektrischen Methodik 
kaum im Zweifel. Der Einwand, der in dem mit dieser Methodik nicht 
Vertrauten aufsteigt, ist immer der: Sind diese Stréme oder Ladungen 
auch stark genug, um die groBen Leistungen der elektrischen Zersetzung, 
der elektrolytischen Synthese und der Kataphorese von Kolloiden zu 
rechtfertigen, die unsere neue Methodik ihnen zuschreibt? Man miibte 
immer wieder oft Gesagtes wiederholen, wenn man diesen Einwand 
widerlegen wollte. Die elektrischen Potentiale der Zelle sind ungemein 
hoch, relativ héher als die Spannungen, mit denen die Laboratoriums. 
chemie gewoéhnlich arbeitet. Um fiir die elektrische Wanderung von 
Farbstoffen Bedingungen zu gewinnen, die den biologischen wenigstens 
annihernd alhnlich sind, muBten meine Mitarbeiter ein physikalisches 
Institut aufsuchen und mit Spannungen bis zu 800 Volt arbeiten, 
die sich in physiologischen Arbeitsstatten nicht leicht beschaffen lassen 
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Es sei also daran erinnert, daB man in lebenden Geweben haufig In- 
dikatorfarbungen in einer Entfernung von wenigen Tausendstel Milli- 
metern antrifft, die in der geliufigen Bezeichnungsweise um zwei Ein- 
heiten Pg (also im elektrischen MaBe um 110 Millivolt) auseinander 
sind. Wenn es nicht primire elektrische Potentiale sind, die diese 
Indikatorumfairbungen vor unseren Augen hervorbringen, so wissen 
wir doch aus der Nernstschen Formel der Ionenkonzentration, daB 
diese Séure-Alkaliketten zumindest sekundiir solche Potentiale — 
wenn auch in entgegengesetzter Richtung — erzeugen miissen. Ein 
Spannungsgefalle von 110 Millivolt auf 10 Mikron entspricht aber fiir 
die uns gewohnten Verhaltnisse des freien Auges einer Spannung von 
1100 Volt fiir 10cm, also einer lebensgefahrlichen elektromotorischen 
Kraft, wenn nicht die biologische Stromstarke im allgemeinen un- 
gemein niedrig wire. Uberdies wirken nach dem Coulombschen Gesetz 
(1789) der quadratischen Steigerung auch dieselbe Voltspannung in der 
Entfernung von 10 Mikron in geometrischer Progression stairker als 
in der Entfernung von 10cm. } 

Nach den Indikatorumschlagen ir Zellen berechne ich die Spannung 
der lebenden Zelle in dem iiblichen’ MaBe nach dem Couwlombschen 
Quadratgesetz auf einige Millionen Volt pro Zentimeter. Reinhold 
Fiirth berechnet nach den experimentell meBbaren Kolloidladungen 
von 50 Millivolt fiir das gewoéhnliche iibliche MaB von Volt pro Zentimeter 
eine GréBenordnung von 500,000 Volt. Ich akzeptiere gern die Korrektur 
von Fiirth, weil auch diese kleinere, aber unbedingt gesicherte Ziffer 
einen Begriff gibt von der Intensitaét der elektromotorischen Kraft, 
die die gewéhnlichen gelésten Biokolloide auf sich tragen. 

Ist es eine Hypothese, daB man in der Elektrophysiologie die 
elektrostatischen Erscheinungen von den elektrogalvanischen §scharf 
unterscheiden muB8? Das hat Du Bois Reymond schon 1848 verlangt 
und auch in seinem grundlegenden Werke iiber ,,Tierische Elektrizitat“ 
genau durchgefiihrt. Fiir die sich aufdrangenden Annahmen der elektro- 
lytischen Oxydation, der elektrosynthetischen Reduktion, die die 
jahrelange Untersuchung der Zellelektrizitét gleichsam von selber 
erzeugt, wiire es viel einfacher, die beobachteten elektrischen Erschei- 
nungen einfach als Stréme, nicht als statische Ladungen zu deuten, 
denn Stréme, die unter sonst gleichen Umstinden chemisch unver- 
gleichlich wirksamer sind, kénnen alle biochemischen Assimilations- und 
Dissimilationsreaktionen bequem ,,erkliren“. Wenn gleichwohl jede 
beobachtete Potentialdifferenz zunichst nur als statische Ladung 
gedeutet wird, nicht als Strom, wie ihn die meisten Elektrophysiologen 
bezeichnen, so ist dies keineswegs eine neue Annahme, sondern eine 
Einschrankung der landlaufigen Hypothese, die dadurch nicht weniger 
Hypothese ist, daB man sich ihrer gewéhnlich nicht bewubt ist. 
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Die Mikroelektrik ist nicht eine Angelegenheit fiir irgend einen oder 
ein paar Spezialuntersucher, sie ist ein Versuch, der auf die Grundlagen 
der gegenwartigen physiologisch-chemischen Methodik hinzielt. Wer sich 
damit befaBt, erkennt bald, daG sie nicht eine Spezialitét einiger Weniger 
bleiben kann, sondern daB auch jeder Analytiker, jeder Konstitutions. 
chemiker, jeder physikalische Physiologe zumindest die Anfangsgriinde 
der Mikro-Physiko-Chemie beherrschen mu8, um seine Gedanken iiber die 
Engrosbiochemie der Gesamtorgane an der Einzelarbeit der Zelle kon- 
trollieren zu kénnen. Wenn jeder Biochemiker sich zunachst gedanklich, 
spater hoffentlich auch experimentell auf eine Zellularbiophysik einzustellen 
versuchte, so wird er bald finden, daB die neue Methodik keineswegs aus 
Hypothesen besteht, sondern da8 ihr Hauptresultat —- bisher wenigstens 
ein negatives ist, indem sie mit tiberalteten Hypothesen bricht. 

Was in diesen Betrachtungen fremdartig oder allzu hypothetisch an. 
muten mag, wird in ein paar Jahren eine Banalitét sein. Die praktische 
Bedeutung der neuen Betrachtungsweise hat sich inzwischen an einer 
Reihe zoologischer und morphologischer Probleme in eklatanter Weise 
bewahrt. Es sei zundchst an die zuerst in dieser Zeitschrift') erschienene 
Arbeit gemeinschaftlich mit Gicklhorn erinnert, in der gezeigt wurde, dal 
simtliche Organe eines Tieres sich elektiv mit entsprechend im Dispersitats- 
grad und Ladungssinn abgestuften Farbstoffen ausfairben lassen, schlieBlich 
auch einzelne Teile eines Organs, z. B. vier Abschnitte der Exkretionsorgane, 
einzelne gesonderte Neurone des Zentralnervensystems. Seither sind eine 
ganze Reihe anderer Resultate zu verzeichnen. In dieser Arbeit war noch 
ein Organ photographiert gezeigt, das in allen Lehrbiichern als Haftorgan 
bezeichnete Driisenorgan des Nackens der Daphnie*). Es hat sich mit 
voller Sicherheit nachweisen lassen, daB die Bezeichnung Haftorgan eine 
durch nichts begriindete Hypothese ist, da8 das Organ das Atmungs- 
organ der jugendlichen Daphnie ist, und da8 es genau dieselben Reduktions- 
und Oxydationszellen enthalt wie die Kiemen der erwachsenen Daphnie. 
Kurz darauf hat Gicklhorn mit dem identischen Verfahren der Reduktions- 
und Oxydationsorte das bisher nicht bekannte Atmungsorgan von Cyclops 
gefunden. Cyclops ist wohl einer der haufigsten und genauest untersuchten 
Copepoden unserer mitteleuropaéischen Teiche und Tiimpel, von dem 
man nie ein Atmungsorgan gesehen hat. In den Handbiichern steht, dai 
Cyclops durch Hin- und Herbewegen des Darmes atmet. Der Darm be- 
findet sich inmitten von reduzierenden Saften im Innern der Leibeshdéhle. 
Die Hypothese ist offenbar dadurch entstanden, daB dieses Tier, das kein 
Herz besitzt, die Saftemischung durch Darmbewegungen besorgt, die 

unter dem Mikroskop sehr auffallen, da der durch Detritus dunkle Darm 
in dem wasserhellen Tiere sich scharf abhebt. Der Irrtum wurde durch die 
physikalisch-chemische Mikroskopie dadurch beseitigt, daB mit den ge- 
wohnlichen positiven und negativen Methoden die beiden Kontrastbilder, 
das der Reduktions- und das der Oxydationsorte, erschienen, die mit den 
Kiemen der Cladoceren genau iibereinstimmen. Ein anderes Organ einer 
verwandten Art, der sogenannte Kopfschild von Polyphemus, erwies sich 
ebenfalls als typisches Atmungsorgan, wahrend ein als Haftorgan be- 
zeichnetes Nackenorgan von Sida und Simocephalus tatsiachlich sich als 
Haftorgan mit Haftmuskeln deklarierte und sich dementsprechend organ- 
spezifisch farbte. 


1) Diese Zeitschr. 158, 2, 1924. 
2) Siehe die folgende Arbeit. 
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Wenn also eine kaum einjahrige Arbeit in der Zoologie und in 
morphologischen Fragen so viel herausgebracht hat, wahrend zugleich 
rund 200 Farbstoffe systematisch auf ihren physikalisch-chemischen 
Charakter untersucht wurden, um wieviel mehr hat die Biochemie 
yon einer Methodik zu erwarten, die doch, wenn es auch auf den ersten 
Blick nicht so scheinen mag, im Wesen eine chemische Methodik ist. 
Sie verzichtet allerdings nicht auf die Beriicksichtigung des elektrischen 
Faktors, ja, sie stellt es als Hauptgrundsatz auf, daB man Chemie 
des lebenden Zellorganismus mit AusschluB des allgegenwdartigen elektro- 
chemischen Faktors iiberhaupt nicht betreiben kann. 

Die Gegner der hier vertretenen Anschauungen, die hier und da 
ein Wort auBern, an das man eine Erwiderung kniipfen kann, werden 
Resultaten tatsichlicher Natur nichts Wesentliches entgegensetzen 
kénnen, viel starker werden neue Entwicklungen behindert durch ein 
gewisses geistiges Beharrungsvermégen, das den Mitteilungen iiber 
experimentelle Resultate eine uninteressierte Objektivitat entgegen- 
setzt und darauf wartet, durch besonders schlagende Resultate aus 
seiner Ruhe aufgeschreckt zu werden. Keiner der offenen Gegner, 
keiner der skeptischen Parteilosen hat es bisher der Miihe wert gefunden, 
auch nur den einfachsten Grundversuch nachzupriifen, die Kontrast- 
firbung eines Pflanzenzweigquerschnittes mit entgegengesetzt ge- 
ladenen, aber sonst identischen Sulfosiurefarbstoffen, geschwéige denn, 
daB jemand die Dielektrizitatskonstanten biochemischer Materialien 
nachbestimmt oder neubestimmt hatte. In den biochemischen Arbeiten 
der letzten Zeit, die zum Teil bei Beriicksichtigung der hier erérterten 
Gesichtspunkte viel Arbeit erspart hiatten, wie sich leicht an Einzel- 
beispielen zeigen lieBe, hat diese Methode der Zellphysik kaum einen 
Niederschlag hinterlassen. 

In den nachfolgenden Mitteilungen sind einige Ergebnisse tat- 
sichlicher Natur zusammengefafit, erginzt durch die Méglichkeiten, 
die sich aus der weiteren Verfolgung der hier erérterten Gesichts- 
punkte ergeben. 

Zusammenfassend sei hervorgehoben, daB die neue Methodik der 
Elektrizitatsladung, dem Dispersitatsgrad (TeilchengréBe) der natir- 
lichen Zellteile und kiinstlicher Beimengungen nachgeht, sie teils als 
Reagenzien fiir Zellchemismus und Zelladungen benutzt, teils sie mit 
dem Mechanismus biochemischer, nicht enzymatischer Stoffoxydationen 
und -reduktionen in Zusammenhang zu bringen sucht. 

Sowohl die Berechnung als das Experiment zeigen, daB wir in 
lebenden Zellen relativen Hochspannungen begegnen. 
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Kataphorese von Stoffen unter physiologischen Bedingungen. 


Nach Versuchen von R. Firth und J. Gicklhorn im Institut fiir theoretische 
Physik an der deutschen Universitat in Prag. 


Von 


R. Keller (Prag). 
(Eingegangen am 23. November 1925.) 


Seit langer Zeit hatte der eine von uns (Keller) den Wunsch, ein 
Verfahren zu besitzen, das den Wanderungssinn gefirbter und un- 
gefairbter Stoffe im elektrischen Strome in ganz einwandfreier und 
leicht reproduzierbarer Weise zu demonstrieren erlaubt. Diese Kon- 
statierung ist von grundlegender Bedeutung fiir die gesamte Zell- 
physik, wie in dem vorausgehenden ersten Aufsatz neuerlich erlautert 
wird. 

Was waren die Hauptfehler der bisherigen Kataphoreseapparate ' 
Zunichst die vergleichsweise niedrige Spannung in der Fliissigkeit. 
Wihrend man im Gewebe der Organismen auch nach der bisher 
herrschenden Auffassung elektromotorischen Kriaften begegnet, die auf 
den Tausendstel Millimeter zumindest Hundertsteln von Volts ent- 
sprechen, also fiir sichtbare Entfernungen von einigen Zentimetern 
Hunderten von Volt, verwendeten die bisherigen Untersucher durchweg 
viel kleinere Spannungen (bis auf jene, die unter dem Ultramikroskop 
beobachteten). Infolgedessen konnte man die Bewegung niemals direkt 
sehen, sondern muBte sie nach halben Stunden indirekt aus Verande- 
rungen erschlieBen. Ferner verwendeten alle Experimentatoren metal- 
lische Zuleitungselektroden, etwas, was es in der Organismenwelt 
nirgendwo gibt. Diese Metallelektroden erzeugen eine unphysiologisc! 
hohe Stromstirke (zwei und mehr GréSenordnungen héher als die 
physiologische), sie bewirken eine starke Elektrolyse mit unphysiologisch 
starker Saéure- bzw. Alkaliproduktion an den beiden Polen, an der die 
neutralen Kolloide gewéhnlich umgeladen werden, so daB, begiinstigt 
durch die lange Versuchsdauer, typische Fehler und Umladungen ent- 
standen, die ganze Gruppen von Untersuchern zu denselben Fehl- 
resultaten fiihrten. SchlieBlich bendédtigt man fiir den physikalischen 
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Modellversuch einen hohen Spannungsabfall innerhalb eines flissigen 
oder halbfliissigen Substrats oder in der Substanz eines nichtmetalli- 
schen Halbleiters, wenn er sich den Verhaltnissen der lebenden Zelle 
annihern soll, 

Wir haben die verschiedensten Materialien als Elektroden versucht, 
darunter auch Halbleiter organischen Ursprungs: Holz, Filtrierpapier 
und verschiedene kiinstliche Stoffe. SchlieBlich verfiel man auf einen 
porésen Kunststein, der zufallig zur Hand war, namlich die Bausteine aus 
Richters Ankersteinbaukasten, dem bekannten Kinderspielzeug. Mit 
diesem Material gelang es, das Verhalten der Farbstoffe im physio- 
logischen Milieu glatt und sicher zu reproduzieren. Die Sulfosiure- 
farbstoffe wanderten in Alkali zur Anode, in Saure zur Kathode, 
Methylenblau in Wasser wanderte rein zur Kathode, in Alkali itiber- 
wiegend zur Kathode, in Serum rein zur Anode wie im lebenden Tiere. 
Wir verwandten Spannungen bis zu 800 Volt und konnten die Farben 
sofort unter dem freien Auge zur Wanderung bringen. 

Wir haben auf Grund der von Fiirth herriihrenden Apparatur 
weiter gearbeitet. Da wir rund 200 Stoffe in verschiedenen neutralen, 
sauren und alkalischen Medien wandern lieBen, ersetzten wir die 
groBen Ankerbausteine, die viel Material und Durchstrémungsfliissigkeit 
erforderten, durch kleine pordése Schamottestifte, die sich gut anfiarben 
lieBen, in gewissen Fillen verwendeten wir mit Vorteil angefeuchtetes 
Filtrierpapier als Elektrode. Mit dieser Anordnung haben wir unter 
abgestuften Spannungen und Konzentrationen im Zeitraum von 
2 Monaten annaihernd 1000 Wanderungsversuche gemacht, die an 
anderer Stelle beschrieben werden, und die zum gréBten Teil noch 
unveréffentlicht sind'). In den meisten Fallen wurden Elektroden aus 
Schamotte verwendet, fiir die Bethe und Thoropoff Vorversuche 
geliefert haben. 

Die wesentlichsten Resultate lassen sich in ihrer physiologischen 
Bedeutung etwa folgendermaBen charakterisieren : 

Der chemische Charakter der Farbstoffe tritt in diesen Versuchen viel 
stirker hervor, als es nach den alteren Versuchen von Keller geschienen 
hat, da diese alteren Versuche mit ziemlich unreinen Farbstoffen und nicht 
so reinem Wasser ausgefiihrt wurden. Die reinen basischen Farbstoffe 
sind in ganz reinem Wasser richtige Basen, die Saéurefarbstoffe in Wasser 
reine Séuren, wahrend sie nach den dlteren Wanderungsversuchen iiber- 
wiegend als umladbare Neutralkolloide erschienen sind. Keller hatte nach 
seinen ersten Versuchen die Vorstellung gewonnen, daB_ beispielsweise 
Methylenblau die Verbindung einer ganz schwachen Base mit einer starken 
Saure (Chlorwasserstoff) ist, da8 sie beim Auflésen im Wasser hydrolysiert 
wird, und da8 in der nunmehr sauren Lésung das neutrale Kolloid durch 


1) Die Apparatur nach dem Stande vom Juli 1925 ist von Firth be- 
schrieben in der Kolloid-Zeitschr. 37, 200, 1925. 
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den Elektrolyten grobdispers wird und, da bei groben Partikelchen der 
chemische Charakter gegeniiber der Oberflaichenladung zuriicktritt, das 
neutrale Farbkolloid anodischen Wanderungssinn (nach Coehns Regel cer 
Dielektrizitatskonstante) erhalt. Beim sauren Kongorot schien der Vorgang 
umgekehrt. (Im biologischen Testobjekt erscheint Methylenblau rein an 
den Anoden, Kongorot rein an den Kathoden.) 

Der wirkliche Sachverhalt ist anders und nahert sich mehr den 
klassischen Vorstellungen von der Natur der Farbstoffe. 

Nehmen wir gleich das von den Physiologen viel benutzte Meth ylenblau 
Ganz reines Methylenblau (medicinale, Griibler), aufgelést in zweimal im 
Platintiegel destilliertem, ganz reinem Wasser, wandert allein zur Kathode; 
in Leitungswasser, das einen ganz minimalen Elektrolytgehalt hat, zweigt 
schon eine schwache Farbung auch zur Anode ab, der weitaus gréBte Teil 
geht aber weiter zur Kathode. ' In Ringerlésung ist die anodische Teil. 
wanderung etwas starker, bleibt aber immer noch sehr deutlich gegeniiber 
der kathodischen zuriick. In Serum, das nicht ganz frisch erhalten werden 
konnte und dem wegen der Anséuerung nach dem Tode ein minimaler 
Alkalizusatz — werden muBte, wanderte es dagegen rein zur Anode. 
Damit ist die Ubereinstimmung mit dem lebenden Testobjekt wohl her. 
gestelit, aber in einer anderen als der erwarteten Weise. 


Physiologisch erscheint dieses Resultat von grundlegender Be. 
deutung. Es laBt namlich erkennen, daB das Methylenblau nicht aus 
eigenem Antrieb zur Anode wandert, sondern daB es von einem farb- 
losen biochemischen Kolloid offenbar mitgenommen und auf diesem, 
zunichst unsichtbaren Vehikei, das allem Anschein nach ein fein- 
disperses Kérperkolloid ist, zur Anode geschleppt wird. Den Wan. 
derungen der Farbstoffe liegen also, wie es schon Ehrlich vorgeschwebt 
hat, normale biologische Stoffwanderungen farbloser Kérper zugrunde 


Es sei gleich hinzugefiigt, daB dieses Neutralkolloid nicht einfach 
EiweiB ist, das am nichsten liegt, da es sich so leicht durch kleine Alkali. 
oder Séuremengen auf negativen bzw. positiven Wanderungssinn bringer 
1a46t. Wir haben schon friiher Methylenblau in EiweiSlésungen wander 
lassen, wobei es sich herausgestellt hat, daB es auch in alkalisierter Eiweib- 
lésung keineswegs rein oder auch nur iiberwiegend zur Anode wandert 
Jetzt haben wir nun das reine Methylenblau in dem unverdiinnten, aber 
filtrierten WeiB des Hiihnereiwei8 wandern lassen und dabei festgestellt. 
daB es darin rein zur Kathode wandert, was uns nach unseren zahllosen 
Beobachtungen iiber die anodische Wanderung dieses Farbstoffs in lebenden 
Zellen sehr iiberrascht hat. Es ist also aller Wahrscheinlichkeit noch ein 
anderer im Serum und im Protoplasma anwesender Stoff von Neutral- 
kolloidcharakter, der zu den Zellanoden transportiert wird und das 
adsorbierte Methylenblau mitfiihrt. 

Eine ratselhafte, bisher nicht aufgeklarte Erscheinung bei diesen 
Versuchen ist der starke EinfluB der Spannung auf die Kataphorese. Wenn 
man diese zwischen 50 bis 800 Volt variiert, was in der Fiirthschen An- 
ordnung leicht méglich ist, so treten verschiedene Veranderungen an <en 
Farbstoffen auf, die sich namentlich an den Farbstoffen mit Indikator- 
charakter gut verfolgen lassen. L&8t man die Stromstarke nahezu Nu! 
werden, um die Zellelektrizitat méglichst genau nachzuahmen, so werden 
nicht nur die Indikatoren an den Anoden nicht séurefarben, an den Kathoden 
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nicht basenfarben, was der Beweis dafiir ist, daB auch minimale Elektro- 
lysen sich vermeiden lieBen, sondern man erhalt bei einer ganzen Reihe 
von Indikatoren paradoxe Resultate, einen Umschlag zur Saurefarbe 
oder zu mehreren Ubergangssdurefarben an der Schamottekathode, also 
an der verkehrten Stelle! Diese Versuche wurden sehr oft wiederholt und 
nachkontrolliert, immer mit demselben Resultat. 

Bei den biologischen Anoden und Kathoden haben wir ahnliche Ano- 
malien niemals beobachtet. Bei diesen kommt es vor, daB die erwartete 
Umfarbung des Indikators ausbleibt, weil die Spannung nicht anusreicht 
oder aus anderen unbekannten Griinden. Niemals aber haben wir einen 
Farbumschlag nach der entgegengesetzten Richtung beobachtet. 

Zusammenfassend sei bemerkt, daB gefirbte und ungefirbte Ver- 
bindungen, wenn sie unter den Verhiltnissen der lebenden Zellen, 
also unter vergleichsweise hoher Spannung und minimaler Strom- 
stirke zur Wanderung im elektrischen Strome gebracht werden, sich 
der Wanderungssinn in wenigen Sekunden genau feststellen laBt, und 
daB die Wanderung der auf diese Weise untersuchten Farbstoffe gut mit 
ihrem Verhalten in den pflanzlichen und tierischen elektrohistologischen 
Testobjekten iibereinstimmt. Dies gilt fiir simtliche bisher untersuchte 
Farbstoffe mit Ausnahme von Kongorot, Kongorubin, die noch genauer 


nachuntersucht werden sollen. 
{ 
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Kataphorese von Sauerstoff und Kohlensaure. 
Positiver Sauerstoff ? 


Von 
R. Keller und J. Gieklhorn (Prag). 
(Aus dem Institut fiir theoretische Physik an der Deutschen Universitat, Pray) 


(Eingegangen am 23. November 1925.) 


Das Kapitel Atmung ist eines der merkwiirdigsten vom Standpunkt 
der physikalisch-chemischen Mikromethodik. In morphologischer Be- 
ziehung hat es, wie bereits erwihnt, sehr bald zu einer Reihe von 
wichtigen und unbestrittenen Erfolgen gefiihrt, namentlich bei solchen 
niederen Krustern, bei denen Unsicherheiten iiber die Atmungsorgane 
bestanden. Man findet sie am leichtesten auf durch die Behandlung 
mit kathodisch wandernden Reagenzien auf Reduktionsorte, Ruthenium. 
rot, Silbernitrat, Eisensalzen, ferner mittels Indikatoren auf mittel. 
starke Basizitét. Wohl enthalten alle Atmungszellen, wie iiber-. 
haupt alle tierischen und pflanzlichen Zellen auch Sauerstofforte und 
Anoden, aber doch weniger als andere Zellen, wihrend der Physiologe 
geneigt ist, in den Atmungsorganen zunichst nach Sauerstofforten 
zu suchen, Auch die Atmungskapillaren der Wiirmer erweisen sich als 
iiberraschend stark kathodisch. 

Die Atmung der Niederen ist noch schwerer zu verstehen, wenn 
man unsere physiologischen Laboratoriumstiere, die Daphnien uni 
Cyclopse, bei der Atmung beobachtet. Diese anspruchslosen, aber sehr 
sauerstoffgierigen Tiere leben bei der Zimmertemperatur von 20° (, 
bei der das Wasser 4/59 Proz. Sauerstoff enthalt, wochenlang in der 
Tiefe von Becherglasern bei einer Sauerstoffkonzentration von Bruch- 
teiien eines Promilles. Was fiir eine Kraft muB es sein, die diese mini- 
malen Sauerstoffmengen auf die kleinen Kiemenzellen der Crustaceen 
hinzieht, hinzwingt. Im Grunde besteht dasselbe Problem auch fiir 
die Lungenatmung der héheren Tiere. Man hat Bande dariiber ge- 
schrieben, ob die Sauerstoffkonzentration in der Lunge gréBer ist als 
im Blute, ob also der Sauerstoff einfach nach den Orten niederer Kon- 
zentration ins Lungenblut hineindiffundiert. Uberwiegend hat man 
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vetunden, daB eine aktive Zellkraft den Sauerstoff in die Lungen- 
kapillaren hineintreibt, da in gewissen Fallen eine héhere Sauerstoff- 
konzentration im Blute feststeht. Das Resultat diirfte zutreffend sein, 
die Fragestellung jedoch scheint uns nicht ganz richtig. Nicht das 
Blut nimmt den Sauerstoff auf, sondern nur ein ganz kleiner Bruchteil 
der Blutmasse, namlich das Hamoglobin des Blutkérperchens, das 
man spektroskopisch und auf anderen Wegen als den Sauerstoffdepotort 
des Blutes langst sichergestellt hat. Auf diesem Himoglobin herrscht 
auf alle Fille ein Mehrfaches der Sauerstoffkonzentration der Lungen- 
alveolarluft, es wandert also der Sauerstof{f enigegengeseizt seinem Kon- 
zentrationsgefdlle, er wandert elektiv, wie man sagen wiirde, wenn er 
ohne Spektroskop mit der menschlichen Netzhaut sichtbar wire, nach 
gewissen Teilen der Blutelemente, getrieben von einer unbekannten 
Kraft. Man muBte sich sagen, diesmal konnte es keine elektrische 
Kraft sein, denn der bekanntlich negative Sauerstoff wandert elektiv 
zu den roten Blutkérperchen, deren starke Negativitat eine der wenigen 
mikroelektrischen Tatsachen ist, die nicht bezweifelt werden. Von 
diesen kleinen Kathoden miBte der Sauerstoff energisch abgestoBen 
werden. 


Bei den zahlreichen Wanderungsversuchen im elektrischen Strome 
ist es dem einen von uns (Keller) langst aufgefallen und ist als paradoxe 
Erscheinung schon friiher hervorgehoben worden?), daB reduziertes 
farbloses Methylenblau, das man an der Luft elektrisch durchstrémt — 
wenn es nicht angesduert ist, sondern eher eine Spur alkalisch —, 
merkwiirdigerweise sich an der Kathode bldéut, nicht an der Anode, 
wo jeder Elektrochemiker die Sauerstoffausscheidung erwartet, und wo 
auch tatsichlich bei geniigender Stromstarke und Spannung freier 
Sauerstoff als Produkt der Elektrolyse erscheint. Manchmal stieg 
bei diesem unziéhligemal wiederholten Grundversuch schon der Verdacht 
auf, ob nicht vielleicht der Luftsauerstoff zur Kathode wandern kénnte, 
dieser Gedanke wurde jedoch als unméglich nicht weiter verfolgt. 
, Sauerstofforte“ erschienen gleichbedeutend mit Anoden. Die Lésung 
kam auf eine iiberraschende Weise durch die neuesten Versuche von 


E. Wertheimer®) in Abderhaldens Laboratorium. 


Wertheimer verfolgt seit einigen Jahren die Frage der einseitigen, 
gerichteten Permeabilitat gewisser Membranen zunachst an der Frosch - 
haut. Seine Resultate sind fiir den Mikroelektrochemiker von ganz 
besonderem Interesse, eben deshalb, weil er den hier vertretenen 
Methoden vollkommen fernsteht. 


') Neue Versuche iiber mikroskopisch-elektrischen Nachweis. Von 
R. Keller, 8. 55-56. Wien, Braumiiller, 1919. 
*) Pfliigers Arch. 209, 493, 1925; friihere Literatur daselbst. 
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Bei Wertheimer bewegen sich namlich alle Farbstoffe, alle Biokolloide. 
alle Zucker, Séuren, Basen, Salze usw. genau so wie in unseren Testobjekten 
und in unseren Kataphoreseversuchen, und zwar so, als ob die Richtuny 
von innen nach auBen durch die Froschhaut die anodische ware, die um 
gekehrte die kathodische. Wertheimer hat auch Methylenblau und Siure. 
fuchsin durch Séure und Base umgeladen, wobei sie den Wanderungssin:, 
umkehrten, genau so wie in unseren analogen Versuchen an pflanzlicher 
Querschnitten. Neuestens hat Wertheimer nun auch Gase durch seine 
Froschhaut wandern lassen, wobei Kohlenséure nach auBen wanderte. 
also zur Anode, wie man es von unserer Theorie aus erwarten muBte, wn 
Ammoniak zur Kathode, ebenfalls wie erwartet. Aber Sauerstoff wanderte 
nach innen, also zur Kathode, zumindest naszierender Sauerstoff au 
Wasserstoffsuperoxyd! Wertheimer hat auch die Lungenmembran des 
Frosches, ferner die Schwimmblase der Fische untersucht und immer eine 
gerichtete Permeabilitét gefunden, und zwar in der Lunge in der Richtung 
der Sauerstoffaufnahme bzw. Kohlensiureabgabe. 


Nach den Ergebnissen der Wertheimerschen Untersuchung war es 
klar, daB man endlich Sauerstoff im elektrischen Strome wander) 
lassen muBte, wozu uns die Fiirthsche Hochspannungskataphorese Ge. 
legenheit gab, zumal gelegentlich beobachtet worden war, daB Jod. 
dampf sich elektiv an der Anode niederschlug, was ja nicht tiberraschen: 
ist. Tatsichlich zeigte es sich gleich beim ersten Versuch evident 
daB der Sauerstoff elektiv oder in einigen Fallen stark iiberwiegend ay 
der Kathode erschien. 

Der Versuch wurde oft und oft wiederholt, immer mit demselben 
Resultat. Es wurden Schamotteelektroden verwendet, ferner Elektroden 
aus feucht gehaltenem Filtrierpapier, Elektroden aus Indophenolpapier, 
Elektroden, die mit reduziertem farblosen Methylenblau oder mit redu- 
ziertem Indigo getrankt waren und an denen der Sauerstoff in Form eine: 
starken Bliuung unmittelbar iiber der Wasserfliche erschien. Wenn der 
Strom ohne Wasser nur in Luft durch das feuchte Filtrierpapier zwischen 
nahen Elektroden faktiseh auf Null herabging, so wurde das ganze Kathoden. 
papier blau. V.ersuche, gasférmigen freien Sauerstoff mit Hilfe eines gliihen- 
den Spans in der Umgebung der Kathode festzustellen, blieben vorliufig 
negativ. 

Die Tatsache, daB es eine positive Abart des Sauerstoffs gibt, 
oder eine leicht sauerstoffabgebende Verbindung, die zur Kathode 
wandert, z. B. Wasserstoffsuperoxyd, die so wandert wie das basische 
Gas Ammoniak (das wir ebenfalls genau untersuchten) und entgegen- 
gesetzt wie Kohlensaure, war nicht linger zu bezweifeln. Die Bedeutung 
dieser Tatsache fiir den Stoffwechsel der Tiere und Pflanzen kann kaum 
iiberschitzt werden. Nach unserer Feststellung ist das Gewebe aller 
Tiere und Pflanzen durchsetzt von positiven bzw. in der entgegen- 
gesetzten Richtung negativen Potentialgefillen, die den Transport der 
Fliissigkeiten, Kolloide, Suspensionen dort tibernehmen, wo mechanische 
Krafte, Diffusion, Osmose, Gravitation, nicht in Betracht kommen 
Nun zeigt es sich, daB auch Gase nach charakteristischen Gesetzen im 
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clektrischen Felde positiv oder negativ wandern, die Kohlensiure ent- 
yegengesetzt wie Sauerstoff, was mit einem Schlage eine groBe Zahl 
der heterogensten Vorgiinge im Stoff- und Energiewechsel pflanzlicher 
und tierischer Organismen aufhellt. 


Soweit die Wanderungsrichtungen dieser natiirlichen Gase im pflanzlichen 
und tierischen Gewebe bekannt sind, kénnen wir sie nunmehr als Kontrolle 
der Teerfarben, der Indikatoren, der Mikromanipulatormessung benutzen, 
und es lassen sich vielleicht aus ihnen die elektrohistologischen Potential- 
gefaille in solechen Fallen erschlieBen, in denen andere Methoden versagen. 

Die paradoxe Wanderungsrichtung des atomaren Sauerstoffs (oder 
der leicht sauerstoffabgebenden Verbindung) ist von einer sehr groBen 
allgemeinen Bedeutung fiir die gesamte Zellphysiologie, besonders vom 
Standpunkt der iiblichen Anschauungen tiber die ausschlieBliche Strom- 
natur der Bioelektrizitat. Es liegt auf der Hand, daB ein elektrischer Strom, 
direkt oder indirekt aus Verbrennungsenergien von Kohlehydraten oder 
Fettsiuren gewonnen, nur dann einen Energieiiberschu8 von Warme, 
Elektrizitat oder mechanischer Energie dem Organismus liefern kann, 
wenn seine Kathode depolarisiert ist, d. h. wenn sich an seinem Kohlepol 
Braunstein oder eine andere sauerstoffabgebende Substanz befindet, so 
wie beim Leclanché-Element. Sonst wird das am Zinkpol durch Oxydation 
von Traubenzucker zu Milchséure oder Kohlenséure entstehende Energie- 
plus durch die Wasserzersetzung, die Reduktion am negativen Pol nahezu 
voll aufgezehrt. Wenn man also der Ansicht ist, daB lebende Zellen einen 
nahezu konstanten Strom liefern, wie beispielsweise die lebende durch- 
blutete Netzhaut auf den Reiz (AnstoB) von auBen durch die minimale 
Auslésungsenergie der Lichistrahlen, so miissen die negativen Pole fort- 
wahrend durch sauerstoffabgebende Substanzen oder durch einen Sauerstoff- 
vorrat depolarisiert werden. Das ist die Grundvoraussetzung jeder elektro- 
chemischen Ausnutzung von Oxydationsenergie und war einer der starksten 
Einwainde gegen die Auffassung der Zelle als elektrochemisches Primar- 
element oder als Ilonenkonzentrationselement, wie die iibliche Terminologie 
es wohl benennen wiirde. Durch die festgestellte relative Kathodizitat 
des Sauerstoffs ist diese Hauptschwierigkeit beseitigt. 

Von sonstigen bisher untersuchten Gasen wandern Schwefelwasserstoff 
und Formaldehyd, die beide als schwache Saéuren gelten, wie Sauerstoff 
zur Kathode, zur Anode wandern auBer Kohlensiure auch der Dampf 
von Chlorwasserstoff und Salpetersiure. Schwefelwasserstoff wandert 
trotz seiner Séurenatur auch bei Wertheimer in der Froschhaut von auBen 
nach innen (kathodisch). 

Ob es wirklich atomarer Sauerstoff ist oder eine sauerstoffabgebende 
Verbindung, ist bis jetzt noch nicht vollkommen sichergestellt. Das Resultat 
ist im héchsten MaGe unerwartet. Zwar ist ein Sauerstoffmolekiil in erster 
Annaherung neutral und nicht negativ, was wir an der positiven Elektrode 
als Sauerstoff aufsteigen sehen, ist der vorher ionisiert gewesene Sauerstoff 
des Séurerestes, der an der Anode entladen wird, nachdem er als negatives 
lon zur Anode gewandert war und als Molekiil von der Elektrode wegen 
seines leichten Gewichtes sich loszureiBen scheint. Aber das in sich neutrale 
Sauerstoffatom wird immer noch in der elektrischen Spannungsreihe als 
relativ negativ im Vergleich mit anderen Stoffen betrachtet. Wer den 
Versuch nicht selbst gesehen hat, wird sehr geneigt sein, ihn fiir einen 
Irrtum zu halten. 
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Ebenso iiberraschend wie der anorganische Versuch ist die starke 
Affinitét der tierischen Atmungsorgane fiir Kationen. Photographic: 
kathodischer Farbungen lebender Tiere sind erschienen in dieser Zeitschrift '). 
in der zweiten Auflage meines Buches ,,Die Elektrizitat in der Zelle’: 
in zoologischen und morphologischen Zeitschriften *). 

Die rein deskriptive Morphologie hat Bilder von solcher Anschaulichk «i; 
und Reinheit, wie sie die elektrohistologische Methodik mit groBer Sicher} it 
liefert, bisher nicht zustande gebracht. Man kann die Negativitat der 
Hautkapillaren weniger vollstandig, aber fast ebenso leicht reproduzier!ar 
auch durch leicht diffusible /ndikatorfarbstoffe demonstrieren, z. B. durch 
Bromkresolpurpur, der die Hautkapillaren basisch (kathodisch) anfarbt. 

Der eine von uns (Keller) vertrat in dieser Zeitschrift und anderwirts 
auf Grund von verschiedenen supravitalen Fiarbungen die Anschauung, 
daB alle Kapillaren, nicht blo®B die der Atmungsorgane, Sitze einer starken 
Negativitat sind. Von den roten Blutkérperchen der héheren Tiere ist dic 
Elektronegativitat seit langem bekannt und ihre Abstufungen wahrend 
pathologischer Zustande, ferner wahrend der Schwangerschaft untersucht. 
Unsere Versuche, diese allgemeine Negativitat aller Kapillaren auch bei 
niederen Tieren, ferner bei Fischen und Salamandern zu demonstrieren, 
waren bisher nicht von Erfolg. Sowohl beim Tubifex als bei einem anderen 
Wurm (Rhynchelmis), als bei Salamanderlarven und Fischen zeigten sowoh! 
Schwermetalikationen als Indikatoren, daB die Atmungskapillaren zu. 
mindest deutlich negativer sind als die anderen Kapillaren. Bei der Unter. 
suchung der Hautkapillaren des Schwanzes vom Salamander kénnte man 
sich vorstellen, daB die Eisenkationen nur deshalb dort auch bei starken 
Lésungen nicht eindringen, weil dieser Kérperteil eine positive AuBen- 
schicht hat, die die Kationen abhalt, aber auch Versuche mit angeschnittenen 
Tieren ergaben keine deutliche Elektronegativitat dieser GefaiBe. Beim 
Rhynchelmis ergab sich, daB das groBe innere HauptgefiB, das kontrakti! 
ist und das Herz vertritt, nicht negativer ist als andere Gewebszellen. 

Bei Tracheenendzellen von Wasserinsekten lief sich bisher keine 
besondere Negativitat demonstrieren, dagegen traten die positiven Stellen 
mit Methylenblau stark hervor. 

Behandelt man die Kiemensickchen der Daphnien oder andere 
Atmungsorgane niederer Wassertiere mit einem Heduktionsreagens, so wird 
dilses sofort in groBen Mengen auf ihnen niedergeschlagen. Diese Reduk- 
tionsreaktion ist sehr stark und erfolgt in einigen Sekunden, wahrend 
beispielsweise bei dem von uns am genauesten untersuchten Objekt, den 
Daphnien, die Oxydation an den Oxydationsorten (Netzliicken) eine Zeit 
von mindestens 10 Minuten erfordert, aber immer schwacher bleibt als 
die Reduktion an den Reduktionsorten (Netzmaschen). Ordnet man dic 
Starke der Reduktion nach dem Eindruck unter dem Mikroskop, bei der 
quantitative Bestimmungen in diesem Falle durch die groBe Zahl von 
Tausenden von Beobachtungen ersetzt werden miissen, so ist an den Reduk- 
tionsorten am weitaus starksten die Reduktion, viel schwacher die Elektro- 
negativitat, noch schwicher die Basizitét. Bei den Anoden vermégen wir 
zwischen Oxydationsintensitaét, Positivitét und Aciditaét keinen sicheren 


1) Diese Zeitschr. 158, 1924. 

*) Mahrisch Ostrau, Verlag Kittl, 1925. 

8) Zeitschr. f. Zellforsch. 2, 522, 1925. Andere Darstellungen befinden 
sich teils im Druck, teils in Vorbereitung. 
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Unterschied anzugeben. Die relativ schwachere Elektronegativitat gegen- 
iiber der starken chemischen Reduktionswirkung kann ihre Ursache darin 
haben, daB die von friiher her dauernd wirkende Negativitat elektrolytisch 
Reduktionsstoffe ansammelt, wie sie sich an jeder organischen Kathode 
vorfinden. 

Obzwar wir tief durchdrungen sind von der durch zahlreiche Versuche 
gefestigten Uberzeugung von dem lebenswichtigen Charakter der biologischen 
Kathoden fiir den Ablauf aller biochemischen Prozesse, kénnen wir bisher 
die Méglichkeit nicht ausschlieBen, daB bei der Atmung der niederen, 
im Wasser lebenden Organismen vielleicht ein chemischer Reduktions- 
korper in der Koérperfliissigkeit zu kreisen scheint, irgend ein farbloses, 
dem Hiamoglobin der héheren Tiere vergleichbares sauerstoffbindendes 
Protein, das rein chemisch im bisherigen Sinne zu wirken hatte. 

Bei der Daphnie hat sich durch die systematische Untersuchung mit 
bestimmten, nach physikalisch-chemischen Gesichtspunkten geordneten 
Reagenzien und Farblésungen folgendes ergeben: Eine Zahl von Daphnien 
des Jugendstadiums lieBen die spezifischen Vitalfarbungen nicht erzielen. 
Dagegen ergab sich bei diesen Tieren, da® ein driisenihnliches Gebilde 
am Nacken sich farbte, und zwar immer mit der elektiven Vitalfarbung 
fiir die Kiemensiackchen. Dieses Organ, von den Zoologen als ,,Haftorgan* 
bezeichnet, da man die Daphnien manchmal mit dem Riicken an Blatt- 
flachen der Pflanzen angeheftet findet, bildet sich beim erwachsenen Tiere 
rasch zuriick und 148t sich dann nicht mehr fairben. Wie es sich iiberhaupt 
als eine feste Regel ergeben hat, dali der Beginn und das Aufhéren einer 
normalen Organfunktion sich durch die betreffende Vitalfarbung exakt 
darstellen 148t. Nur normal funktionierende Zellen farben sich in normaler 
Weise. 

Die genaue Untersuchung hat ergeben, daB das ,,Haftorgan’ ganz 
sicher kein Haftorgan ist. Es fehlt jeder Schleim, Klebstoff, Sekret oder 
sonstige Verbindungsmittel oder Gewebe, mit dem ein Anhaften zu erzielen 
ware. Vielmehr ist das ,,Haftorgan‘‘ unzweifelhaft das Atmungsorgan der 
jungen Daphnien. Von dem Augenblick, in dem seine spezifische Farbung 
aufhért, von dem Augenblick an beginnt die Fa:bung der Bronchialsickchen 
mit den gleichen charakteristinchen Farbstoffen. Das Anheften der Blatter 
ist eine chemotaktische Bewegung des sehr sauerstoffbediirftigen Tieres, 
das hier seinen Atmungsbedarf direkt von den assimilierenden Wasser- 
pflanzen deckt. Nachdem einmal die Farbungen den Weg gewiesen hatten, 
ergaben sich auch andere Tatsachen, welche das Resultat bestatigen. So 
wichtig auch das Gestaltliche eines anatomischen oder histologischen 
Bildes ist, die Umrisse seiner Stoff- und Energiebewegung, die aus syste- 
matischen Lebendfarbungen deutlich sich abzeichnen, sind doch wohl 
das Primire. Sie geben uns einen direkten Hinweis darauf, welche Organ- 
funktion das betreffende Gewebe hat. Man entdeckt mit ihnen gleichsam 
neue Organe, auch wenn diese rein optisch schon friiher beobachtet worden 
waren, an denen man aber nur aus den duBeren Anzeichen herumraten 
konnte, welche Funktion in der Arbeitsteilung des Organismus ihnen 
obliegt. 

Obzwar wir heute in der Lage sind, die Atmungsfunktion des so- 
genannten Haftorgans der jungen Daphnie rein chemisch-physiologisch zu 
begriinden, so haben wir doch danach getrachtet, daB nicht nur die charak- 
teristischen Reagenzien zeitlich am Haftorgan einsetzen, solange sie an 
den Kiemensickchen noch nicht wirksam sind, sondern haben auch die 
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Netzmaschen und Netzliicken, die charakteristischen morphologische: 
Merkmale des Atmungsgewebes dieser Familie, ausgefarbt. 

Wir haben dann beim Herannahen der warmeren Jahreszeit auc}; 
frisch ausgeschliipfte, wenige Tage alte Kaulquappen nach unseren Methoden 
untersucht. Sie zeigen, solange die Kiemen funktionieren, was nur ganz 
kurze Zeit dauert, eine sehr schéne Zeichnung von anodischen Orten, dic 
die rollenahnlichen Fortsitze wie Halbmonde umspinnen. Der Versuc)), 
Reduktionsmittel oder kathodische Farbstoffe in das Innere der Kiemen. 
fortsitze hineinzubringen, solange sie leben und funktionieren, schlug 
zumeist fehl. Es ist dies eine allgemeine Regel aller normal lebenden 
Zellen, daB Kationen und kathodisch wandernde Farbstoffe sehr schwer 
in das Innere der Zellen einzubringen sind. Die vorstehend geschilderten 
Reaktionen an Kiemen der niederen Tiere und an Atmungskapillaren der 
Wirmer sind eine Ausnahme von dieser allgemeinen Erfahrung. Diese 
Atmungsorgane haben im Gegensatz zu anderen Zellen negative Obe: 
flachen. 

Wenn man die Kapillaren der Kaulquappe mit so starken Reagenzien 
behandelt, daS sie geschidigt werden und da® der Kreislauf in ihnen 
stockt, so lassen sie eine Negativitaét ziemlich deutlich erkennen. 

Der Mechanismus der Atmung wird durch die hier festgestel|te 
Verteilung elektronegativer und -positiver Stellen nicht gerade durc|)- 
sichtiger. Der kritische Leser wird finden, daB die Atmung sich einfache: 
erklaren lieB, solange man den elektrostatischen Faktor der Bewegung 
des Zellinhaltes und seiner Zufuhren und Abfuhren nicht gekannt 
oder vollstandig ignoriert hat. Trotzdem ist an der Tatsichlichkeit 
der differenten Elektrizitaitsverteilung nicht zu zweifeln, und di 
Atmungstheorie wird sich irgendwie damit auseinandersetzen miissen, 
daB die bis jetzt untersuchten Tiere eine auffallende Elektronegativitit 
der Atmungskapillaren als Ganzes erkennen lassen, und daB in den 
Atmungsorganen auch starke und charakteristische Anoden nicht 
fehlen. Wir haben uns naturgemaB verschiedene Hypothesen zurec!it- 
gelegt,-um eine Mitwirkung des elektrischen Faktors an der Atmung 
an der Hand des mikroskopischen Bildes mit den bisherigen Versuchs- 
ergebnissen in Einklang zu bringen. Diese Annahmen scheinen uns 
aber bei dem jetzigen Stande der experimentellen Untersuchung noc! 
verfriiht zu sein. Wir hoffen, die Versuche vielleicht spater an ver- 
schiedenen Tie: klassen fortsetzen zu kénnen. 

Die Lungen héherer Wirbeltiere zu untersuchen, haben wir keine 
Gelegenheit gehabt. Aus der Literatur der Lebendfarbung ist jedoch 
zu entnehmen, daB auch sie auffallend starke Kathoden enthalten. 
Zunachst haben Farbungen mit Kongorot'), einem besonders spezi- 
fischen Reagens auf negative Punkte, ergeben, daB die Grundmasse 
des Epithels der Alveolen auffallend kathodisch reagiert, aber auch 
positive Granula enthilt. Ein anderes Anzeichen der Negativitat ist 


1) Zeitschr. Zellen- u. Gewebelehre 1, 576, 1925. 
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die Schnelligkeit, mit der die Lunge héherer Tiere eingespritztes Wasser 
resorbiert. Wasser geht unter gewéhnlichen physiologischen Verhalt- 
nissen (aber nicht bei saurer Reaktion) den Weg zur Kathode. Nach 
der Schnelligkeit, mit der es von dem Lungenepithel aufgenommen 
wird, kann man mit einer starken Negativitat dieses Epithels rechnen'). 
Nach Sehrwald folgt Gentianaviolett, in die Lunge aspiriert, dem 
Wege der Lymphkapillaren. (Gentiana ist in stark verdiinnter Lésung 
ein Anodenreagens. ) 

Da die Grundmasse der meisten lebenden Gewebe  erheblich 
negativ ist, so laBt die besondere Elektronegativitat des Atmungs- 
gewebes eine besondere Wirksamkeit des elektrischen Faktors bei der 
Atmung vermuten. 


Zusammenfassend sei hervorgehoben: 

1. Die Atmungsorgane der niederen und der héheren Tiere sind 
negativer als das benachbarte Gewebe. 

2. Die Atmungsorgane heben sich auch ab durch einen groBen 
Reichtum an Reduktionsorten und durch eine ein wenig stirkere 
Alkalitat als ihre Nachbargewebe. 

3. Es fehlen jedoch nicht charakteristische positive Punkte und 
Oxydationsorte in den Atmungsorganen. Sie verteilen sich in ver- 
wandten Organismen in ahnlicher Anordnung, sind namentlich in 
einigen Granulas konzentriert. Anodizitit und Oxydationsorte fallen 
in den Atmungsorganen immer zusammen. 

4. Naszierender Sauerstoff oder gewisse sauerstoffabgebende Ver- 
bindungen (H, O,) werden von negativen Punkten (Kathoden) angezogen, 
Kohlenséure von ihnen abgestoBen. 


1) Laqueur, Allgemeine Physiologie, Band Atmung II, 1, 8. 473, 1925. 












Kataphorese von Zuckern unter physiologischen Bedingungen. 
Von 
R. Keller und J. Gieklhorn. 
(Aus dem Institut fiir theoretische Physik an der Deutschen Universitat, Prag.) 


(Eingegangen am 23. November 1925.) 


Die Wanderung von Glucose im elektrischen Stromgefille ist ein 
fiir den Physiologen hochinteressantes Problem. Das braucht woh! 
nicht erst besonders erliutert zu werden. Namentlich wenn man von 
der Arbeitshypothese ausgeht, daB den Stoffen in der lebenden Zelle 
fiir ihre mikroskopischen Ortsveriinderungen kaum eine andere be- 
wegende Kraft zur Verfiigung steht als die elektrostatische Coulomb- 
kraft, die, wie es sich in den letzten Jahren quantitativ erwiesen hat, 
auch die einzige Kraft ist, die Atome und Atomteile bewegt, verbindet 
und voneinander lést, wird der Wanderungssinn der Glucose geradezu 
zu einem Zentralproblem der physiologischen Chemie. Da die Glucose 
im Kérper vorzugsweise oxydiert wird, so muB die Glucose zunichst 
einen anodischen Wanderungssinn haben, da aber die genauere Unter- 
suchung der Zuckeroxydation und der Garung durch Newberg, Meyerho; 
und Hill iibereinstimmend ergeben hat, daB die Zuckerverbrennuny 
keinesvegs eine einfache Oxydation ist, sondern ein gekoppeltes System 
von Oxydationen und Reduktionen mit einem Uberschu8 auf der 
oxydativen Seite, so erscheint es wahrscheinlich, dab die Glucose, 
zumindest aber ihre Teiloxydationsprodukte auch einer kathodischen 
Einwirkung unterliegen. Es wire im héchsten MaBe wiinschenswert. 
daB andere Untersucher als wir dieses Problem nach seiner elektro- 
chemischen und namentlich nach seiner analytischen Seite bearbeiten 
wiirden, da es uns an der Vertrautheit mit den konstitutionschemischen 
und analytischen Methoden gebricht, die zur genaueren Aufhellung 
der komplizierten Elektrolysen und Elektrosynthesen notwendig sind 
Die Spezialfachleute werden hoffentlich aus unseren Vorarbeiten ent- 
nehmen kénnen, da die Bearbeitung dieses Problems sehr aussicbts- 
reich ist. 
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Die anodische Wanderung von Zucker wurde noch wahrschein- 
licher nach den Versuchen von Wertheimer") (1925) iiber die Permea- 
pilitat der lebenden Froschhaut. 

Nach diesen Versuchen, gesehen vom Standpunkt unserer Theorie, 
gehért Glucose im lebenden Objekt zu den typischen Anodenstoffen, 
und zwar unter sonst gleichen Umstinden. Wenn Wertheimer innen 
Ringerlésung, auBen aber destilliertes Wasser hatte, so wanderte 
Glucose umgekehrt von auBen nach innen. 


Wir haben nun Glucose in dem vorher angegebenen Fiirthschen Apparat 
wandern lassen. Wie erwartet, ging sie nahezu rein zur Anode, und zwar 
sowohl im Wasser, als in Ringer und in Alkali. Den Versuch mit Ringer 
gegen Wasser wollen wir spiiter, wenn uns dazu Gelegenheit wird, ebenfalls 
kataphoretisch nachzuahmen versuchen. In saurer Lésung wird Glucose 
umgeladen und geht nunmehr zur Kathode. 

Wir haben noch einige andere Zucker wandern lassen und haben 
andere in Vorbereitung. Bisher wandern alle gleichsinnig wie Glucose, 
nur Laévulose verhalt sich kathodischer, wir glauben, da8 unsere Livulose 
nicht rein ist. 

Bei diesem Anla68 mag vielleicht noch Erwaihnung finden, daB auch 
Insulin®) sich sehr dhnlich verhalt. Es hat den isoelektrischen Punkt Py 5, 
d. h. es wandert im neutralen Milieu oder bei Blutalkalitat (p, 7) zur Anode, 
in saurem Milieu von etwa 110 Millivolt Aciditat gegen Wasser angefangen 
zur _Kathode. 

Fiir eine eingehende Bearbeitung dieses Problems wire es riotwendig, 
Glucose, Brenztraubensiure, Acetaldehyd, Milchséiure, Lactacidogen, 
Glycerin nicht nur auf ihren Wanderungssinn zu priifen, sondern auch ein 
wenig Stromstarke zuzulassen und eine Zeitlang zu warten, so da8 Elektro- 
lysen eintreten, gerade das, was in der Fiirthschen Anordnung zu vermeiden 
gesucht wird. Bei dieser Anordnung handelt es sich darum, den Wanderungs- 
sinn im elektrischen Felde frei von allen Nebenerscheinungen, Elektrolyse, 
Saurebildung, Alkalibildung, Wasserstrémung usw., zu studieren, in der 
lebenden Zelle kommen jedoch nach der herrschenden Elektrophysiologen- 
ansicht nicht oller nicht bloB statische Spannungen in Betracht, sondern 
auch Stréme, die also Elektrolysen ergeben miiBten. Wir mubten Versuche 
mit erheblicher Stromstarke und elektrolytischer Wirkung auch aus dem 
Grunde vorlaufig unterlassen, weil wir héchstens die erwarteten Produkte 
hatten notdiirftig nachweisen kénnen. Bei diesen Elektrolysen werden 
héchstwahrscheinlich Stoffe auftreten, die wir mit unserer Erfahrung und 
unseren Mitteln kaum hatten identifizieren kénnen. 

Zu diesen Ergebnissen tatsichlicher Natur seien noch ein paar Worte 
iiber unsere Vorstellungen hypothetischer Natur hinzugefiigt, damit man 
erkennt, wohin ungefahr weitere Experimente unseres Erachtens zu zielen 
hatten. Der quergestreifte Muskel, dessen Elektroanatomie infolge zahl- 
reicher makroskopischer und mikroskopischer Versuche am ehesten zu 
erkennen ist, besteht, ganz roh gesprochen, aus einem an der Aubenflache 
positiven Hautchen, das sich in derselben Elektrokonfiguration bis in die 


1) Pfliigers Arch. 208, 670, 1925, und zahlreiche friihere Verdéffent- 


lichungen. 
*) Sammelreferat von Laqueur, Ergebn. d. Physiol. 1925. 
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feinsten Fibrillen fortsetzt. Als der negativste Punkt erscheint die Ober. 
flache der roten Blutkérperchen in den feinen arteriellen Kapillaren, se}; 
stark negativ sind ferner die anisotropen Scheibchen. Demgegeniiber sin‘ 
wohl die positivsten Punkte die Oberflache der feinsten Nervenverzweigungen 
und Endplatten, dann die J-Punkte der isotropen Scheibchen. Wie bekannt, 
ist jede Muskelfibrille ein Schlauch, angefiillt mit (negativem) Sarko- 
plasma, das einige (positive) Granula enthalt, und in dem die Scheibchen 
der Querstreifung eingekapselt sind. Die Glykogengranula scheinen positiy 
zu sein. 

Nach den Beobachtungen von Héber, die von allen Nachuntersuchern 
bestatigt wurden, ist der Erregungszustand aller Gewebe dadurch charak. 
terisiert, daB die Permeabilitaét der Zellgrenzflichen plétzlich erhéht wird. 
Diese Beobachtung stimmt auch mit unseren Erfahrungen. Wir driicken 
das so aus, daB wir sagen, wahrend der Erregung geht mehr Strom durch. 
Dieser Strom mu8 nach bekannten elektrochemischen Grundgesetzen 
(Faraday) zumindest Ionen transportieren, also permeieren lassen, nach 
unseren Beobachtungen neben den ganz fein dispersen Ionen je nach der 
Porositét auch fein und grobdisperse Kolloide. 

Was geschieht also waihrend der Erregung des Muskels? Héchstwahr- 
scheinlich geht der Traubenzucker und die vorhandene Phosphorsaure 
der Phosphate oder des Lactacidogens, vielleicht der ganze Lactacidogen- 
komplex in der Muskelfibrille zur Anode, wo er nach den allgemeinen 
Regeln der organischen Elektrochemie teilweise oxydiert wird. Hierbei 
muB8 die isotrope Platte der Fibrille, die ohnehin etwas saurer ist als die 
anisotrope Platte durch Phosphorséure, Milchséure, Kohlensaéure (letztere 
beiden vermutlich Anodenprodukte der Kohlehydrate) stark sauer werden. 
In diesem sauren Milieu wiirden alle Neutralstoffe vom Typus Trauben- 
zucker, soweit solcher noch unoxydiert vorhanden ist, vielleicht auch die 
Milchséure, gebunden an irgend ein neutrales Kolloidpartikel, zur mikro- 
skopisch nahen anisotropen Elektrode zuriickgeschleudert und dort reduziert, 
dabei die Milchséure anscheinend wieder zu Zucker und Glykogen riick- 
verwandelt werden. Diese Méglichkeiten ergeben sich aus den Arbeiten 
von Meyerhof und Hill. Es ist nicht klar, weshalb die Milchséure so lange 
an der Kathode festgehalten wird (sie miiBte in der stark alkalischen aniso- 
tropen Platte wieder sofort zur Anode zuriickgestoBen werden), aber es 
scheint nach unseren heutigen elektrochemischen Erfahrungen unvor- 
stellbar, wie Milchséure in einem hochgespannten, elektrisch-differenten 
Milieu anderswo reduziert werden kann als an der Kathode. An den Anoden 
versagen die starksten Reduktionsmittel. 


Wir méchten nicht unterlassen, darauf hinzuweisen, daB uns 
Wertheimers Versuchsanordnung, wenngleich zu anderen Zwecken ent- 
worfen, eine sehr gute Methode ist, um den elektrischen Wanderungssinn 
von farblosen Stoffen zu untersuchen, weil sie sofort nicht bloB den 
physikalischen Wanderungssinn gibt, der fiir die theoretische Funda. 
mentierung des elektrischen Faktors der Stoffwanderung allerdings w- 
entbehrlich ist, sondern gleich den biologischen Wanderungssinn zeigt, 
d. h. die Kataphorese in Gegenwart der Biokolloide und unter den 
Verhaltnissen der lebenden Zelle (Aciditatsgrad, Dielektrizitatskonstante, 
arteigene Spannung und Stromstiarke, Anwesenheit von Adsorption-- 
stoffen und Membranen aus dielektrischen Substanzen). Unsere pflanz- 
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lichen und tierischen Testobjekte, die bei direkt sichtbarem Farbstoff 
ganz verlaBlich sind, miissen natiirlich versagen, sobald es sich darum 
handelt, gerade die interessantesten kérpereigenen Stoffe wandern zu 
lassen, da diese ohnehin in den meisten Zellen anwesend sind. Wert- 
heimer kann mit seiner Methode ganz betrachtliche, leicht analysierbare 
Mengen durch die Froschhaut wandern lassen und ihre Kataphorese 
quantitativ erfassen. 

Es ist im héchsten Grade wahrscheinlich, da&B Muskem und andere 
tierische Gewebe im Ruhezustand sehr wenig Strom aufweisen, dagegen 
gréBtenteils statische Spannungen, erst im Augenblick der Erregung 
scheint eine Isolierung durchbrochen zu werden und die Stromstarke 
zu merkbarer GréBe anzusteigen. 


Zusammenfassung. 


Glucose wandert unter gewéhnlichen Umstanden und unter der 
Aciditat des Saftemilieus zur Anode, alle untersuchten Zucker lassen 
sich in saurem Milieu und unter noch nicht genau ermittelten Be- 
dingungen auf Wanderungssinn zur Kathode umladen, Insulin wandert 
ebenfalls anodisch. 





Die Reaktion vom neutralen und destillierten Wasser. 


Von 


J. M. Kolthoff. 
(Aus dem pharmazeutischen Laboratorium der Reichsuniversitét Utrecht.) 


(Eingegangen am 24. November 1925.) 


1. Vollkommen neutrales Wasser hat eine Wasserstoffionen. 
konzentration, welche gleich der Wurzel der Ionisationskonstante 
des Wassers ist. Bei 22° wird p, also 7,0 sein, bei 22° 7,1. Wenn der. 
artiges neutrales Wasser mit der Luft in Beriihrung kommt, nimmt es 
sehr schnell Kohlensaiure auf, wodurch die Wasserstoffionenkonzen- 
tration stark zunimmt. Wenn die Atmosphire auBer Kohlensiure 
weiter keine sauren Dimpfe enthilt, so ist die maximale Wasserstoff- 
ionenkonzentration erreicht, wenn das Wasser im Gleichgewicht ist 
mit der Kohlenséurespannung der Luft. Weil letztere im Mitte! 
0,3 Vol.-Proz. Kohlendioxyd enthalt, und der Verteilungskoeffizient 
zwischen Wasser und Gasphase etwa | ist, so enthalt das Wasser beim 
Gleichgewichtszustand an der Luft etwa 0,3cem Kohlendioxyd im 
Liter, entsprechend einer Konzentration von 1,35.10~> molar. Weil 
ein Teil der Kohlensaure dissoziiert ist, so ist die totale Konzentration 
etwas gréBer, und zwar die Summe von 1,35 . 10—5 und dem dissoziierten 
Teil. Durch Umrechnung finden wir dann, daB Wasser in Gleichgewicht 
mit normaler Luft einen Kohlensaéuregehalt von etwa 1,5. 10~5 molar 
hat. Eine derartige Lésung hat eine Wasserstoffionenkonzentration 
von 2. 10~° oder ein py von 5,70. Wenn destilliertes Wasser ein p,, 
kleiner als 5,7 hat, was sehr oft der Fall ist, so enthalt es gewéhnlich 
einen Uberschu8 an Kohlensiure. Wenn das Wasser jedoch nach 
Aeration (Liiften) mit gewéhnlicher Luft, so daB der UberschuB an 
Kohlensaure entfernt wird, ein p, kleiner als 5,7 hat, so ist es ver- 
unreinigt mit sauren Dampfen. Wird das py gréBer als 5,7, so ist das 
Wasser von alkalisch reagierenden Substanzen verunreinigt. 

Zusammenfassend ergibt sich also, daB das py von gutem Wasser 
zwischen py 7 und 5,7 schwankt, abhingig vom Kohlensiéuregehalt. 

2. Die genaue Bestimmung der Reaktion von Wasser ist eine 
ziemlich schwere Aufgabe. Die potentiometrische Methode gibt uns 
keine zuverlissigen Resultate, weil der Widerstand der zu messenden 
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Kette so auBerordentlich groB ist, das Wasser keine Pufferwirkung hat, 
und das platinierte Platin eine selektive Adsorption fiir Wasserstoff- 
oder Hydroxylionen ausiiben kann. Zwar haben H. 7. Beans und 
EB. T. Oakes") versucht, das p, im neutralen Wasser nach einer be- 
stimmten potentiometrischen Methode zu bestimmen, jedoch kénnen 
wir die von ihnen gefundenen Werte nicht als richtig annehmen (sie 
fanden ein p,, im neutralen Wasser von 7,91)). 

Wegen der Unzuverlissigkeit der potentiometrischen Methode 
sind wir auf die kolorimetrische angewiesen. Aber auch bei der An- 
wendung dieser Methode bei der Bestimmung von pg, in Filiissig- 
keiten, die praktisch keine Pufferwirkung haben, kann man grobe 
Fehler machen. 

Seit vielen Jahren habe ich regelmaBig das pg vom gewéhnlichen 
destillierten Wasser und vom Leitfihigkeitswasser mit Methylrot als 
Indikator bestimmt, und dabei ein py gefunden, das zwischen 5,0 und 
5,3 schwankte! Sogar nach dem Auskochen nahm ich im neutralen 
Wasser eine derartige, scheinbar stark saure Reaktion wahr. Dennoch 
geben verschiedene Autoren an, daB neutrales Wasser auf Methylrot 
alkalisch reagiert, und auch in meiner Monographie komme ich zu dem 
ganz fehlerhaften Ausspruch: ,,Neutrales Wasser soll auf Methylrot 
alkalisch reagieren***). 

Es zeigte sich, dafB Wasser mit einer Leitfihigkeit bei 18° von 
0,6. 10~° reziproken Ohm, und das kohlensiurefrei war, dennoch auf 
Methylrot ein Py von 5,1 aufwies. Auch mit anderen Indikatoren habe 
ich Abweichungen vom richtigen Werte konstatiert. 


Die Ursache des Fehlers liegt nun im sauren Charakter der ver- 
wendeten Indikatoren. Bekanntlich verhalten sich diese Substanzen 
wie schwache Siuren oder Basen. Weil wir nun die kolorimetrische 
Methode fast immer in Puffermischungen anwenden, so andert sich 
das py derselben durch den Zusatz einer Spur von einer Indikatorsaure 
oder -base gar nicht. Ganz anders ist es in schlecht gepufferten Lésungen. 
Auch durch Zusatz von einer Spur Methylrot andert sich das py, von 
neutralem Wasser stark nach der sauren Seite. Obgleich Methylrot 
auch einen schwach basischen Charakter hat*), so haben wir bei seinem 
Umwandlungsintervall zwischen p, 4,4 bis 6,2 nur seine sauren Eigen- 
schaften zu betrachten, weil der basische Charakter so auBerordentlich 
schwach ist. Nach meinen Bestimmungen*) ist die Dissoziations- 
konstante des Methylrots als Saure bei Zimmertemperatur gleich 


1) Beans und Oakes, Journ. Amer. Chem. Soc. 42, 2116, 1920. 

2) Kolthoff, Der Gebrauch von Farbenindikatoren, 2. Aufl., S. 155. 

*) Kolthof/, Rec. Trav. Chim. 44, 75, 1925, wo auch mehrere Literatur 
angegeben ist. 
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9.10~°. Gewéhnlich verwendet man als Indikatorlésung eine 0,2 proz 
Lésung des Methylrots in 90proz. Alkohol, von der man gewoéhnlici, 
einen Tropfen zu 5ccem Fliissigkeit hinzufiigt. 

In der folgenden Tabelle habe ich nun berechnet, wie dic 
Wasserstoffionenkonzentration vom neutralen Wasser durch Zusaty 
von sehr kleinen Mengen Methylrot wird. 


Wasserstoffionenkonzentration in sehr verdiinnten Methylrotlésungen 





Menge 0,2 proz. Indikator Molare Methylrot- Wasserstoffionen- Pp 
auf 5ccm Wasser konzentration konzentration H 
ns < os «fh 6 oe 7,.4.10-5 22.10-5 4,7 
ae ee ee 3.10-° 12.10-5 4,92 
en oe te ee 1. 10-5 6,0. 10-° 5,22 
_ A ae re a eS ae 4.10-6 3.10-¢ 5,52 


Nach diesen Berechnungen soll Methylrot in neutralem Wasser 
also immer eine ziemlich stark saure Reaktion aufweisen. Sogar mit 
0,003 ccm 0,2proz. Indikator auf 5ccm Lésung findet man noch ein 
Py von 5,5. Das py, das wir mit Methylrot in neutralem Wasser be- 
stimmen, ist also immer ganz falsch, und der Wert hangt von der zu. 
gesetzten Indikatormenge ab. 

Praktisch wurde dies auch bestatigt. Ich fiigte zu 5ccem ver. 
schiedene Mengen einer sehr verdiinnten Methylrotlésung und verglich 
die Farbe mit denen von Puffermischungen. Zur Vergleichung sind 
die Resultate in folgender Tabelle auch auf eine 0,2proz. Methyl. 
rotlésung umgerechnet (vgl. obenstehende Tabelle). 


Wahrgenommenes py in Wasser mit Methylrot. 














Pu 
Menge Indikator in Wasser koblens éhn- kohlen: | 
auf 5ccom Wasser : diureiveion tichem Leite saurefreiem | oo _ 
' Leittahig- | fahigkeits-  destillierten i 
_ keitswasser | wasser Wasser 
< x TT = — " 
0,05 cem 0,2proz, Methylrot . ... | 4,95 4.9 4,95 49 
0,025 , O2 , me ~. +. | 5,05—65,1 5,0 5,05 5,0 
001 , O2 , ” ete es 5,35 5,2 — _ 
0,005 , 0,2 , - é- 58 5,45 5,75 54 


Die Ubereinstimmung zwischen den berechneten und gefundenen 
Werten ist befriedigend. Die bestimmten Werte von p, sind etwas 
gréBer als die berechneten; jedoch haben wir zu bedenken, daB wir 
die Farbe in elektrolytfreiem Wasser vergleichen mit der, welche der 
Indikator in Puffermischungen hat mit einem Salzgehalt von etwa 
0,05 molar. Darin haben wir einen kleinen Salzfehler*). 


1) Vgl. dazu J. M. Kolthofj, Rec. Trav. Chim. 44, 275, 1925. 








th 
de 


un 


in 


sa 
W 
su 
m 
m 


gi 





),2 pr 2 
‘Ohnlic, 


vie clie 
Zusatz 


SUN_en 


Pu 
4,7 
4,92 
5,22 
5,52 


Wasser 
ar mit 
ch ein 
ser be- 
ler zu- 


n ver- 
erglich 
g sind 
lethyl. 


jew ohn: 
lichem 
Wasser 


40 
5,0 
54 
denen 
etwas 
B wir 
e der 
etwa 








Reaktion vom neutralen und destillierten Wasser. 113 


Ebenso wie Methylrot weisen auch andere Indikatoren mit saurem 
Charakter eine zu saure Reaktion in Wasser auf. Daher sind die ge- 
wohnlichen Lésungen von Bromkresolpurpur, Chlorphenolrot, Brom- 
thymolblau auch nicht brauchbar zur genauen Bestimmung vom py 
des Wassers. p-Nitrophenol hat eine viel kleinere Dissoziationskonstante, 
und zwar etwa von 10-7, und hat daher einen kleineren ,,Saurefehler“. 
Doch ist es fiir die genaue Beurteilung des p, vom Wasser nicht zu 
empfehlen '). 

W. Olszewski*) empfiehlt fiir eine orientierende Bestimmung eine 
Lackmuslésung (bezogen von Kahlbaum). Weil letztere jedoch schlecht 
definiert ist, kann sie keine genauen Resultate liefern. Zur genauen 
Bestimmung fiigt Olszewski daher zu 100ccm Wasser 0,4 ccm einer 
0.04proz. Bromthymolblaulésung. Neutrales Wasser soll dann eine 
griinliche Farbe haben. Weil Olszewski mit einer so stark verdiinnten 
Indikatorlésung arbeitet, wird der ,,Saurefehler“ viel kleiner, als wenn 
man unter gewéhnlichen Verhiltnissen arbeitet. Jedoch kann man 
in der angegebenen Weise auch nicht den genauen Wert vom py, in 
Wasser finden. 

3. Weil die verschiedenen genannten Indikatoren wegen ihres 
sauren Charakters eine unrichtige Wasserstoffionenkonzentration in 
Wasser aufweisen, so laBt sich leicht verstehen, daB man bessere Re- 
sultate erhalten wird, wenn man die saure Gruppe neutralisiert, und 
mit dem neutralen Salze des Indikators arbeitet. In der Tat erhalt 
man in dieser Weise vorziigliche Resultate. 

W. M. Clark*) verwendet von den von ihm mit Lubs eingefiihrten 
Indikatoren immer die neutralisierten Lésungen. Fiir meine Versuche 
verwendete ich nun auch derartige Salzlésungen, welche am einfachsten 
in folgender Weise hergestellt wurden: Zu 100mg Sulfophthalein 
fiigt man 10 ccm starken Weingeist und erwirmt, bis der Indikator 
gelyst ist. Dann fiigt man die aquivalente Menge Lauge hinzu, welche 
fir Bromthymolblau 1,6cem 1/16, fair Chlorphcaolrot 4,2 ccm und 
Bromkresolpurpur 1,85 ccm n/10 betragt, und fillt dann mit Wasser 
bis zu 100cem auf. Vom Methyirot léste ich 286 mg (= 1 mmol.) in 
40 ccm starkem Weingeist, fiigte 10 cem n/10 Lauge hinzu und fiillte 
mit Wasser bis zu 200 ccm auf. Zubereitungen von Merck und Kahlbaum 
gaben fiir meine Zwecke besser brauchbare Lésungen als die von anderen 
Firmen. 


1) H. A. Fales und J. M. Nelson, Journ. Amer. Chem. Soc. 37, 2769, 
1915, fanden in Wasser mit p-Nitrophenol als Indikator ein p, von 5,8. 

2) W. Olszewski, Pharm. Zentralh. 65, 129, 1924; Chem.-Ztg. 48, 309, 
1924. 

3) W.M. Clark, The Determination of hydrogenions, 2. Aufl. Balti- 
more 1922. 
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Fiir die Beurteilung der Reaktion vom gewoéhalichen destillierte 
Wasser ist die neutralisierte Methylrotlésung (welche wir im folgenden 
als M. R. Na andeuten werden) am geeignetsten. Mit dieser Léisuny 
fand ich z. B. die folgenden Resultate: 


Reaktion von Wasser auf M. R. Na: 0,04 bis 0,08 ccm auf 5ccm Wasser. 





Art des Wassers Pu 
Gewohnliches destilliertes Wasser. ........ 5,65 
: M »  (geliiftet) .. 5,9 
Lemiiagawennet wt te tt 8 5,85 
- im Gleichgewicht mit der Luft 6,0 
Neutrales Wasser (kohlenséiurefrei) ........ > 6,2 


Aus dieser Tabelle sehen wir, daB neutrales Wasser im Gleich- 
gewicht mit der Luft ein p, von etwa 6,0 aufweist, wihrend der be- 
rechnete Wert 5,7 ist. Unten komme ich ausfiihrlicher auf diese Ab.- 
weichung zuriick. 

Aus den Zahlen ergibt sich, daB destilliertes Wasser von guter 
Qualitat auf Methylrotnatrium ein py, aufweist, gréBer als 5,7, wahrend 
neutrales Wasser alkalisch auf den Indikator reagiert. Statt Methylrot- 
natrium ist auch die neutralisierte Chlorphenolrotlésung zu verwenden. 
Gewéhnliches destilliertes Wasser gab damit ein py von 5,5, nach dem 
Durchleiten von gewéhnlichcr Luft von 5,9, waihrend Leitfahigkeits- 
wasser, das nicht kohlensiurefrei gemacht worden war, ein py von 5,7 
aufwies. 

Weil der Indikator beim py von 5,4 fast volistindig gelb gefarbt 
ist, und die Intensitat der roten Farbe bei steigendem p,, regelmabig 
zunimmt, kann man nach einiger Ubung, auch ohne Puffermischungen 
zu verwenden, die Qualitaét des Wassers mit Chlorphenolrotlésung 
leicht beurteilen. 

Wie wir oben gesehen haben, reagiert neutrales Wasser vollkommen 
alkalisch auf Methylrot. Zur Bestimmung vom p,, des neutralen Wassers 
ist die neutralisierte Bromthymolblaulésung der angewiesene Indikator. 
Wiecerholt habe ich Leitfaihigkeitswasser und gewéhnliches destilliertes 
Wasser durch Kochen kohlensaurefrei gemacht. Das Auskochen mui 
natiirlich in Glas von guter Qualitét geschehen (Jena- oder Pyrex- 
oder Resistenzglas und dergleichen). Um das Wasser gegen die sauren 
Dampfe der Gasflamme zu schiitzen, setzt man ein Natrookalkrohr 
beim Erwirmen auf, entfernt dieses beim Sieden und setzt beim Ab- 
kiihlen wieder auf. 

Es zeigte sich, daB nach einer Minute ununterbrochenen Siedens 
das py sich nicht mehr anderte, und zwar fand ich nach dem Abkihlen 
ein konstantes py von 6,6 bis 6,7. Bei diesem py, hat der Indikator 
eine griinliche Farbe. Das neutrale Wasser nimmt in Beriihrung mit 
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Luft sehr leicht Spuren von Kohlensiaure auf, wodurch die griine Farbe 
verschwindet und die Lésung gelb wird. Wenn man neutrales Wasser 
nur eine Minute mit Luft schiittelt, so ist das py schon bis etwa 6,0 
gefallen. 

L. E. Dawson") behauptet, daB er nach dem Auskochen von 
destilliertem Wasser auf Bromthymolblau ein py von 7,0 wahrnahm. 
Er kochte im Pyrexglas, bis awei Drittel der urspriinglich anwesenden 
Menge des Wassers iibrig waren, brachte schlieBlich 5 ccm in ein Reagenz- 
glas und beurteilte neben Puffermischungen. Es ist selbstverstandlich, 
daB man in dieser Weise gar nicht sicher ist, daB nicht Spuren Kohlen- 
siure aufgenommen werden. Auch die geringsten Spuren dieser Siure 
indern das py von Wasser merkbar . 

Aus einer Bemerkung von Dawson (I. c., 8. 555) wiirde man iibrigens 
ableiten, daB das Glas seiner Reagenzréhren Spuren Alkali abgab. 

Ubrigens meine ich, daB das Messen vom py in vollkommen neu- 
tralem Wasser nach der kolorimetrischen Methode zurzeit nicht genauer 
gemacht werden kann als bis zu 0,2 bis 0,3 im pg. 

Wir stehen hier vor einer besonderen Frage, bei der ganz andere 
Faktoren eine Rolle spielen wie bei den gewéhnlichen kolorimetrischen 
Methoden. Man mu ganz iiberzeugt sein von der Reinheit des In- 
dikators, von dessea genauer Neutralisation usw. 


Praktisch kénnen wir mit den von uns erhaltenen Resultaten 
sehr zufrieden sein. Von neutralem Wasser kann man fordern, daB es 
mit einer neutralisierten Bromthymolblaulésung eine griinliche Farbe 
annimmt, die einem p, gréBer als 6,1 entspricht. Hat die Lésung eine 
mehr blaue Farbe (entsprechend einem py gréBer als 7,0), so ist das 
Wasser mit Alkali verunreinigt. Wenn man neutrales Wasser langere 
Zeit in Glas aufbewahrt, so kann es vorkommen, daB es eine Spur 
Alkali aufnimmt. So untersuchte ich ein Wasser, das wihrend einiger 
Monate itiber Natronkalk gestanden und bei 18° eine spezifische Leit- 
fihigkeit von 2.10~° reziproken Ohm hatte. Dieses Wasser wies 
mit der neutralen Bromthymolblaulésung ein py, von 6,3 auf. Wurde 
dieses Wasser gekocht, so war das p, nach dem Abkiihlen 7,3. 

Ubrigens sei noch bemerkt, daB neutrales Wasser in Beriihrung 
mit Luft sehr schnell Spuren Kohlensaéure anzieht. 

Man kann nun vom neutralen Wasser fordern, daB es nicht nur 
ein py gréBer als 6,2 auf Bromthymolblau hat, sondern auch noch, 
da8 die grime Farbe des Indikators beim Schiitteln mit Luft ver- 
schwindet und die Lésung rein gelb wird. In dieser Weise hat man 
einen einfachen Versuch auf die Anwesenheit von Spuren Alkali. 


1) L. E. Dawson, Journ. phys. Chem. 29, 551, 1925. 
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Man kann natiirlich Einwinde machen gegen die Verwendung 
von neutralisierten Indikatorlésungen (vgl. unter 4.) und den Vorzug 
der Verwendung von einer sehr schwachen Base als Indikator geben, 
Ein Indikator, der sich wie eine Saure verhalt, und beim Py von 5 fiir 
die Halfte umgeschlagen ist, hat eine Dissoziationskonstante von 10-5 
(Methylrot). Ist die Substanz jedoch eine Base, so hat sie unter den 
genannten Bedingungen eine Dissoziationskonstante von 10~°. Der 
,,Basenfehler“ eines derartigen Indikators ist also viel kleiner als der 
Saurefehler eines sauren Indikators mit demselben Umwandluays. 
intervall. Wenn wir zu neutralem Wasser so viel Lésung einer Base 
mit einer Dissoziationskonstante von 10~° fiigen, daB die Konzentration 
10~> ist, so andert sich das py vom Wasser fast nicht. Jedoch haben 
alle Indikatoren, die wir gewéhnlich beim py 5 bis 7 verwenden, einen 
sauren Charakter. In diesem Jahre habe ich jedoch auch das Verha!ten 
von verschiedenen Methoxytriphenylearbinolen untersucht. Diese 
Substanzen sind Basen und in saurer Lésung rot bis violett, in alkalischer 
Lésung farblos (also eben das Umgekehrte von Phenolphthalein) 
Unter diesen Triphenylearbinolen gibt es eins, das nach meinen Be- 
stimmungen eine Dissoziationskonstante von 4,5.10~° hat und also 
fiir unsere Zwecke brauchbar ist. Dieser Indikator (2, 4, 6, 2’ 4’ 2” 4”. 
Heptamethoxytriphenylearbinol) hat ein Umwandlungsintervall von 
5,0 (violett) bis 7,0 (farblos). Es zeigte sich nun, daB vollkommen 
neutrales Wasser mit dem Indikator ganz farblos blieb: mit gew6hnlichem 
destillierten Wasser war die Farbe nach 15 Minuten Stehen schon 
violett (py = 5,6), wihrend Wasser im Gleichgewicht mit der Luft 
mit diesem Indikator ein P,, von 5,9 bis 6,0 aufwies. Bei Verwendung 
des genannten Indikators erreicht man also den Vorteil, daB man die 
freie Base verwenden kann, ohne sie zu neutralisieren. An anderer 
Stelle werde ich ausfiihrlicher auf das Verhalten von den Methoxy- 
triphenylcarbinolen eingehen. 


4. Gegen. die Anwendung der neutralisierten Indikatorlésungen 
kann man zwei Einwande machen: 


Erstens kann die Reaktion vom neutralen Wasser durch die Indi- 
katorsalzlésung geindert werden, zweitens kann der Indikator mit einer 
eventuell anwesenden Saure eine Umwandlung geben unter Bildung 
von Indikatorséure, und daher eine falsche Reaktion aufweisen. 


Der erstere Fehler kann nur von untergeordneter Bedeutung sei, 
weil die Hydrolyse des Indikatorsalzes verhaltnismaBig gering ist. 

Wenn J~ das Anion des Indikators vorstellt, so wird die Hydrolyse 
von der folgenden Gleichung dargestellt : 





J’ +H,OSHJ+ 0H. 
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In gewohnlichen Fallen rechnen wir nun, daB die gebildete Menge 
HJ gleich der Hydroxylionenkonzentration ist. Bei sehr geringer 
Hydrelyse ist das jedoch nicht erlaubt, weil wir die Hydroxylionen, 
welche vom Wasser geliefert werden, nicht vernachlassigen diirfen. 


Wenn wir die Hydroxylionenkonzentration gleich z setzen, so ist 
[HJ] = z — [H"*}. 
Weiter ist nach der Hydrolysengleichung : 


[HJ}J(OH]  ,  _ Ke 
2S ite cen 


s 
K, ist die Dissoziationskonstante der Saure). 


Wenn die Konzentration [J°] des Indikatorsalzes gleich ¢ ist, so 
finden wir aus beiden letzten Gleichungen: 


K, 


z?— K,, = “x, 


und 


r= |e-¥ T , 


Bei Zimmertemperatur ist K,, =6,4.10-%; K, von Methylrot 
=9.10~°; also ist Kyyap = 7. 10-™. 

So finden wir dann in einer 5. 10~ > molaren Methylrotnatriumlésung 
eine [OH] von 2. 10~‘, entsprechend einem py von 7,5. Bei einer 
Konzentration von 1 . 10~* molar Indikatorsalz berechnen wir ein p,, 
von 7,25, wihrend der theoretische Wert 7,1 ist. So kénnen wir auch 
in anderen Fillen den ,,Hydrolysefehler“ berechnen, und finden dann, 
da8 dieser klein ist, wenn wir n.it sehr geringen Indikatorkonzentrationen 
arbeiten. 

Anders ist die Sache, wenn das Wasser eine schwach saure Reaktion 
hat. Fiigen wir dann ein Indikatorsalz hinzu, so daB der Indikator 
auf Zwischenfarbe gefirbt wird, dann findet eine Umwandlung statt, 
hei der freie Indikatorsiure gebildet und ein Teil der urspriinglich an- 
wesenden Saure in das Salz umgesetzt wird. 

Praktisch begegnen wir diesem Falle bei der Messung der Reaktion 
in Lésungen von sehr schwachen Siuren, wie von Borsdure, Cyan- 
wasserstoff, von Kohlensaure im destillierten Wasser usw. 


Die Berechnung des Fehlers, den wir in der beschriebenen Weise 
machen, ist ziemlich kompliziert. Wenn wir annehmen, daB die Kon- 
zentration des zugefiigten Indikatorsalzes NaJ gleich c, ist, und daB 
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die totale Konzentration der anwesenden Siaure (im destillierten Wasser 
Kohlensiaure) c, ist, dann haben wir die Umsetzung: 
J” + H,CO, > HJ + HCO; 
und finden dann: 
[J-] + [HJ] = ¢,, (1) 
(Unter [H,C O,] verstehen wir dann die Summe von Kohlendioxyd 
und Kohlensiure.) 


Weil die Fliissigkeit elektrisch neutral ist, ist die Summe cer 


positiven Ionen gleich der der negativen Ionen: : 


[Na*) + [H*] = [HCO;)} +'[J°]. (3) 

Weil nun [Na*] gleich der Konzentration des zugesetzten Indikator- 
salzes c, ist, so haben wir: 

(H*] = [HCO;] + ¢, — [J-] = [HCO,] — [HJ]. (4) 


Aus der Gleichung fiir die Dissoziationskonstante einer Siure 
berechnen wir, daB: 
[H*] an [H, C Og) 
oder 

ce, —(HCO7] [H J] 


[HC0;) | Ko = ag As = [HCO] — HI}. 5) 


' eee 
[HCO-] Ku, co, ee [J ] Ky —_ (HCO?) non [H J) 


Aus den letzten Gleichungen (5) kénnen wir leicht eine Dritte- 
machtsgleichung ableiten, in der [HCO,] oder [HJ] unbekannt ist. 

Weil das Lésen einer Drittemachtsgleichung jedoch nicht so 
einfach ist, wollen wir unten die Beurteilung des Fehlers noch in anderer 
Weise besprechen. Um die Sache méglichst einfach zu gestalten, gehen 
wir aus von dem kolorimetrisch ermittelten Werte. Wenn ich dann 
die Wasserstoffionenkonzentration gemessen habe, und ich kenne die 
totale Menge des zugefiigten Indikatorsalzes c,, dann ist die Konzen- 
tration der gebildeten Indikatorsiure leicht zu berechnen: 


(HJ) — [H*}(c, — [HJ)) 
Ky 


rH [H*]e 
= Kast 


‘ (6) 


Nach Gleichung (4) ist nun 
([HCO7] = [H*] + [HJ]. 
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Wir kénnen also die entsprechende Menge Kohlensiure be- 
rechnen, weil 
[H, C.0,] = (H*](HCO;) _ [H")[HCO,) 


Ku, co, c 3.10-7 


Addieren wir zu [H,CO,] die Menge [HCO;], dann finden wir 
schlieBlich die totale Menge Kohlensaure c,. SchlieBlich berechnen 
wir das p,, einer Kohlenséurelésung von einer Konzentration c, und 
vergleichen den Wert mit dem gefundenen p,. In dieser Weise erhalten 
wir also einen guten Eindruck vom gemachten Fehler. 

Zur Erlauterung nehmen wir ein Beispiel, bei dem die Konzen- 
tration des zugefiigten Indikatorsalzes 5.10~° ist (¢, = 5. 10~5), 
und das gemessene py, 5,7, so daB [H*] gleich 2.10~° ist. Dann ist 
die Menge des undissoziierten Methylrots gleich 9. 10~°, und 


(HCO;] = 9.10-° + 2.10-* = 11.10-° 
[H,CO,]= 3.10-° 
Totale Menge Kohlensiure = 8,4. 10-5 


Berechnetes py in dieser Lésung: 5,3. 

Der gefundene Wert ist 5,7, der Fehler betragt also 0,4 im p,. 
Wenn wir bei kleineren Indikatorkonzentrationen arbeiten, wird 
der Fehler kleiner, wie man das in folgender Tabelle ange- 
geben findet. 


Korrektur fiir Methylrotnatrium in verdiinnten Kohlensaurelésungen. 





Korrektur fiir 


Konzentration Berechneter 

Methylrotsalz Gomes Py Wert von Pu = — 
5.10-° molar 5,7 53 —04 
5. 10-5 = . 5,82 5,41 — 041 
5.10-° - 6.0 5,55 — 0,45 
2.10-5 a 5.7 5,44 — 0.26 
2.105 ° 5.82 5,54 —027 
2.105 ° 6.0 5,7 — 030 
1. 10-5 = 5,7 5,52 — 0,18 
1.10-5 - 5,82 5,64 — 0,18 
1.10-° ie 6,0 5,80 — 0,20 


Wir sehen also, daB der Fehler mit abnehmender Indikatorsalz- 
konzentration abnimmt, wie dies auch zu erwarten war. Praktisch 
habe ich die theoretischen Ableitungen auch bestatigen kénnen. Destil- 
liertes Wasser, das mit Luft in Gleichgewicht war, zeigte mit 0,05 ccm 
einer 5.10~3 molaren Methylrotnatriumlésung auf 5 ccm Fliissigkeit 
ein py von 6,0; fiigte ich nun 0,015 ccm hinzu, so war das gemessene 





> ne 


os 





ise Sg OE Te COIS. 


120 J. M. Kolthoff: 


Pq gleich 5,85. Der Berechnung nach hat ein mit Luft gesittigtes 
Wasser ein p, von 5,70. Ich habe noch versucht, die Spuren Kohle»- 
saure durch Titration mit Natron zu bestimmen. Jedoch hat may 
auch hier wieder verschiedene Schwierigkeiten, denen man unter me}; 
gewohnlichen Verhialtnissen nicht begegnet. Das Titrieren von Spuren 
einer schwachen Saure (Konzentrationen von etwa 10~>) ist ein Problem 
an sich, das wir hier nicht weiter besprechen werden. 

Die praktische SchluBfolgerung, die wir aus dem Obenstehenden 
ziehen kénnen, ist, daB man in sehr verdiinnten Saurelésungen weder 
mit der Lésung eines Indikatorsalzes, noch mit einer der freien Sauren 
die richtige Wasserstoffionenkonzentration miBt. Wenn man ganz 
genaue Resultate haben will, so mu$B man erst angenihert das Py 
bestimmen, und dann zur Lésung eine Mischung von der Indikator- 
sdure mit ihrem Salze von einer derartigen Zusammensetzung zusetzen, 
daB sie dem p,, der Fliissigkeit entspricht. 

Fir den praktischen Gebrauch ist die Anwendung des Natrium- 
salzes der Indikatorsiure zu empfehlen. Die besten Resultate erhilt 
man, wenn man auf méglichst groBer Volumenlésung méglichst wenig 
Indikator zusetzt. 

Prinzipiell ist die Anwendung einer Indikatorbase vorzuziehen. 

SchlieBlich weise ich darauf, daB das Natriumsalz von Methylrot 
sehr empfindlich ist fiir Anderungen im Kohlensiuregehalt des Wassers. 
Méglicherweise kann man dann eine Anwendung machen bei der Be- 
urteilung vom Kohlensiuregehalt in der Luft. Wenn man eine Farben- 
skala anfertigt, so kann man ganz genau geringe Abweichungen vom 
normalen Kohlensauregehalt feststellen. 


Zusammenfassung. 


1. Bei der Bestimmung der Reaktion vom destillierten und neutralen 
Wasser auf Methylrotlésung macht man enorme Fehler. In neutralem 
Wasser kann man so eine Wasserstoffionenkonzentration finden, die 
100mai gréBer als wirklich vorhanden ist. 

2. Fiir die praktische Beurteilung vom destillierten Wasser ist 
die Anwendung einer Lésung vom Natriumsalz des Methylrots am 
meisten zu empfehlen. Wasser in Gleichgewicht mit der Luft gibt 
damit ein py von 5,9 bis 6,0. 

Auch das Natriumsalz von Chlorphenolrot ist brauchbar, wahren: 
eine Lésung von 2, 4, 6, 2’ 4’ 2” 4”-Heptamethoxytriphenylearbino! 
prinzipiell die beste ist. 

3. Neutrales reagiert auf eine Lésung von Methylrotnatrium 
alkalisch. Zur Beurteilung der Reaktion vom neutralen Wasser ist 
das Natriumsalz von Bromthymolblau am geeignetsten. 
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4. Wenn destilliertes Wasser wihrend einer Minute stark gekocht 
und dann abgekihlt wird (mit Natronkalkrohraufsatz), so findet man 
in der beschriebenen Weise ein py von 6,7 bis 6,6. 

Schiittelt man derartiges Wasser mit Luft, so nimmt es schnell 
Kohlensaure auf, das p, fallt, und die Fliissigkeit ist innerhalb einer 
Minute gelb, wenn das Natriumsalz von Bromthymolblau als Indikator 
gebraucht ist. 

5. Vorgeschlagen ist, Methylrotnatrium bei der Kohlensaure- 
bestimmung in Luft zu verwenden. 

6. Die Fehler, die bei der Messung der Reaktion von sehr ver- 
dinnten Lésungen, von schwachen Siuren bei Verwendung einer 
Indikatorsiure bzw. von ihrem Salze gemacht werden, sind eingehend 
besprochen. 
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Die Klirung von zuckerhaltigem Harn mit Kohle. 


Von 
J.M. Kolthoff. 


(Aus dem pharmazeutischen Laboratorium der Reichsuniversitat Utrecht.) 
(Eingegangen am 24. November 1925.) 


1. Obgleich die verschiedenen Zuckerarten fast gar keinen Einflui 
auf die Oberflichenspannung von Wasser gegeniiber Luft haben, so 
werden sie doch merkbar von verschiedenen Kohlensorten adsorbiert'). 
Eingehende Untersuchungen, iiber welche demnichst berichtet werden 
wird, haben gelehrt, daB die Adsorption der Zucker unter bestimmten 
Verhialtnissen sehr betriichtlich sein kann. 

Die Sache ist nicht nur von theoretischem Interesse, sondern auch 
von praktischer Bedeutung. Gut adsorbierende Kohlensorten sind 
doch sehr geeignet zur Entfirbung von gefirbten Fliissigkeiten, und es 
ist unter anderen von Bedeutung, zu wissen, ob man die Kohle zu diesem 
Zwecke verwenden darf, wenn man im Filtrat die Zucker polarimetrisch 
bestimmen will. Bei der Harnuntersuchung ist besonders die Kenntnis 
iiber die Adsorption von Glucose von Bedeutung, und daher werden 
wir nun einige Resultate dariiber mitteilen. In qualitativer Hinsicht 
ist das Verhalten der anderen Zuckerarten jedoch vollkommen mit 
dem von Glucose vergleichbar?). 

Ich habe die Adsorption von Glucose an acht verschiedenen Kohlen- 
sorten unter wechselnden Bedingungen untersucht. Obwohl die ver- 
schiedenen Kohlensorten sich quantitativ natiirlich verschieden ver- 
hielten, war qualitativ die Ubereinstimmung zwischen den Resultaten 
sehr gut. Bekanntlich ist die adsorbierte Menge abhangig von «er 
Endkonzentration c in der Fliissigkeit, und zwar ist nach der Freundlich- 
schen Adsorptionsisotherme: z/m = ac!!". 


1) Wiegner, Kolloid-Zeitschr. 8, 126, 1910; vgl. P. Rona und L. Michaelis, 
diese Zeitschr. 16, 489, 1909; P. Rona und K. von Téth, ebendaselbst 49, 
288, 1914; Brewster und Raines, Ind. Engin. Chem. 18, 1043, 1921; Blake, 
ebendaselbst 12, 1104, 1920. 

*) Ausgenommen Lactose, die mehr oder weniger eine besondere 
Rolle spielt. 
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z/m ist die Anzahl Millimole, adsorbiert pro Gramm Adsorbens, 
¢ ist die Endkonzentration, a und 1/n sind Konstanten. In dieser 
Gleichung beherrscht nun I1/n die Anderung der Adsorption mit 
wechselnder Konzentration, wihrend a mehr ein MaB ist fiir die Ad- 
sorptionsfahigkeit der Kohle. Wenn die verschiedenen Kohlensorten 
sich in qualitativer Hinsicht analog verhalten, so bedeutet dies, daB 
die gefundenen Werte von 1/n in den verschiedenen Fiillen dieselben 
sind, wahrend die Werte von a mit zunehmender Adsorptionsfahigkeit 
der Kohle zunehmen. In der Tat fanden wir mit den verschiedenen 
Kohlen fiir Glucose einen Wert fiir 1/n, der um 0,5 schwankte, wihrend 
a fiir jede Kohle verschieden war. 

2. Wegen der qualitativen Ubereinstimmung im Verhalten der 
verschiedenen Kohlensorten, teile ich nur einige Resultate mit, erhalten 
mit ,,Carbo medicinalis Merck“ und ,,Norit“. In der letzten Zeit bringen 
Merck“ und die ,,Norit Maatschappy“ viel besser adsorbierende 
Kohlen in den Handel, welche sich qualitativ genau so verhalten wie 
die, von denen wir die Resultate erwihnen. 





Menge und Starke 


der Zuckerlésung . zim prolg z/m berechnet 


f 
Glucose mit 3g Norit (wasserfrei). I/n = 0,53, @ = 1,32. 


50 ccm 0,1 molar 0,080 0,333 0,348 
50 , 005 , 0,0355 0,240 0,230 
50 , 002 , 0,0119 0,127 0,126 
50 , OO , 0,00513 0,082 0,081 
Glucose mit 3 g Carbo medicinalis (wasserfrei) Merck. 1jn — 0,52, « 1,74, 

50 ccm 0,1 molar 0,0714 0,447 0,44 

5, 005 =, 0,0310 0,295 0,284 
50 , 0,025 , 0,0128 0,19 0,18 

m= Ses 0,00433 0,089 0,091 


Aus den erhaltenen Versuchsdaten sind 1/n und a -graphisch ab- 
geleitet und nachher die Werte von z/m bei der Endkonzentration c 
berechnet. Die so gefundenen Werte von 2/m sind in der Tabelle 
unter z/m berechnet angegeben. Wie wir sehen, findet die Adsorption 
nach der Freundlichschen Adsorptionstherme statt. Zudem sehen wir, 
daB die 1/n-Werte fiir beide Kohlen dieselben sind, wihrend a bei der 
Kohle von Merck gréBer ist als bei Norit. Bei gréBeren Endkonzen- 
trationen als 0,2 mol. ist die Adsorptionsisotherme nicht mehr giiltig ; 
ich habe daher nun die Versuche mit verdiinnteren Lésungen erwihnt. 

Wie sich aus den Daten der Tabelle ergibt, ist die Adsorption von 
Glucose an Kohle sehr merkbar. 

Zur Ubersichtlichkeit gebe ich in der folgenden Tabelle die 
prozentuale Abnahme der Glucosekonzentration an, wenn 50ccm 
Glucoselésung mit 3g Kohle geschiittelt werden. 
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Abnahme der Starke in Prozenten nach Behandlung mit 3 , 





Starke der Glucoselésung Norit Carbo medicinalis Merk 
Proz. Proz. 

50ccem 0,1 molar 20 29 

50 , 0,05 " 29 38 

50 , 0025 , | —- 49 

50 . 0,02 ri 40 om 

50 , 0,01 2 49 57 


Hieraus kénnte man die SchluBfolgerung ziehen, daB beim Ent- 
farben von zuckerhaltigen Fliissigkeiten mit Kohle immer Glucose 
verloren geht. Dies ist jedoch nicht ganz richtig, denn es wire méglich, 
daB zu gleicher Zeit Substanzen in der Lésung sind, die Glucose von 
der Kohlenoberflaiche verdringen kénnen. So haben P. Rona und 
K. von Téth (|. c.) nachgewiesen, daB oberflichenaktive Substanzen 
wie die Saiuren der Fettreihe die Adsorption der Glucose herabsetzen. 
Urethane haben eine derartige Wirkung. Es ist von praktischem 
Interesse, zu wissen, ob man durch Zusatz von bestimmten Substanze 
die Adsorption von Glucose ganz verhindern kann ; mit anderen Worten, 
ob die Glucose quantitativ von der Kohlenoberflache verdrangt werden 
kann. Die Versuche, welche in dieser Richtung genommen sind, sind 
in folgender Tabelle zusammengestellt. Weil ,,Norit“ sich qualitativ 
wieder véllig analog mit ,,Carbo medicinalis Merck“ verhalt, so gebe 
ich nur die Zahlen mit letzterer Kohle gefunden. 


EinfluB von fremden Substanzen auf die Adsorption von Glucose 
(50cem Zuckerlésung mit 3g Carbo medic. Merck). 











Glucose || Glucose 

von 3g | von 3g 
Zusatz Kohle Zusatz | Koble 

adsorbiert adsorbiert 
Proz. rh Proz. 
_ 50 4 Proz. Athylalkohol . . 12.5 
0,04nHCl .....-. \ 51 0,4 Proz. Amylalkohol . 28,3 
006 nNH,;...... i 51 1 Proz. Valerianséure . 25,2 
2 Proz. Harnstoff ... | 54 Ges. Salicylséurelésung 10.8 
0,2 Proz. Starkelésung. | 50 1 Proz.Phenol. . .. .« 8,3 

1 Proz, Athylalkohol . . | 42 


In Ubereinstimmung mit P. Rona und von Toth (\.c.) finde ich 
also, daB die Wasserstoffionenkonzentration der Fliissigkeit ohne 
EinfluB ist auf die Adsorption des Zuckers (vgl. Versuch mit 0,04.n HC! 
und 0,06n NH,). Dieses Resultat ist von praktischer Bedeutung, 
denn die Adsorption von vielen Farbstoffen ist stark vom py abhangi. 
Wenn derartige Substanzen also neben Zuckern in der Lésung vor- 














haa 








a 
, 


ent- 
‘Ose 
ich, 
von 
and 
zen 
len. 
em 
Ze 

en, 
den 
ind 
tiv 
ebe 


ch 
ne 
Cl 


, 
ig, 


T- 





Klarung von zuckerhaltigem Harn mit Kohle. 125 


handen sind, so kann man bei der Wasserstoffionenkonzentration mit 
Kohle entfairben, bei denen die Farbstoffe am starksten adsorbiert 
werden. 

Weiter sehen wir, daB der Harnstoff die Adsorption von Glucose 
an Kohle steigert; eine verdiinnte Stirkelésung hat keinen EinfluB. 
Kapillaraktive Substanzen setzen die Adsorption herab; besonders 
Phenol hat in dieser Hinsicht eine starke Wirkung. 

Daher habe ich auch bei anderen Endkonzentrationen den EinfluB 
von Phenol auf die Adsorption von Glucose an Kohle untersucht. Die 
Resultate stehen in folgender Tabelle. 


3g Carbo medic. Merck + 50cem Glucoselésung. 





Glucose adsorbiert 


Verwendete Zuckerlésung Zusatz 

Proz. 
50cem 0,1 molar _— 29 
5”O . «(COO » 1 Proz. Phenol 9 
50 , 00 , _ 38 
50 , 005 = , 1 Proz. Phenol 8 
50, 0,025 . —< 8 
50, «60025 =~, 1 Proz. Phenol 11,1 
50, «60025 =, 1 Proz. Phenol + 0,04 nHCl 15 
50, 0025 , = . + 0,06 nNH, 6 


Besonders auffallend ist hier der Einflu8 von Salzsiure bei An- 
wesenheit von Phenol. Wahrend die Wasserstoffionenkonzentration, 
wie wir gesehen haben, keinen Einflu®8 hat auf die Adsorption von 
Glucose, wird der verdriingende Einflu8 von Phenol auf Glucose durch 
Saure stark beférdert. Mit Noritkohle habe ich derartige Erscheinungen 
wahrgenommen, welche ich theoretisch nicht zu deuten weib. 

Auf die Adsorption von anderen Zuckerarten tibt Phenol ebenso 
wie auf Glucose einen verdriingenden Einflu8 aus. Besonders stark ist 
die Wirkung auf die Verdringung von Saccharose. Folgende Tabelle 
gibt davon einige Zahlen. 


3g Carbo medic. Merck mit Saccharose. 





Saccharose adsorbiert 


Verwendete Lésung Zusatz 

Proz. 
50 cem 0,25 molar — 8 
«ae » 1 Proz. Phenol 08 
50 , 0125 , —_ 13 
50, 0,12 , 1 Proz. Phenol 0.7 
50, «(0.05 m — 26 
-~ a. = 1 Proz. Phenol 0,03 


3. Obgleich die verschiedenen Zuckerarten, wie wir gesehen haben, 
stark von Kohle adsorbiert werden, so scheint es doch noch méglich 
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zu sein, Kohle zur Entfairbung von gefirbten Fliissigkeiten zu ver. 
wenden, ohne Zucker zu verlieren. Wenn der Farbstoff namlich vie! 
stirker adsorbiert wird als der Zucker, so wire es méglich, daB bei Ver. 
wendung der minimalen Menge Kohle, die eben benétigt ist zur Ent. 
firbung der Fliissigkeit, noch kein Zucker adsorbiert wird. 

Einem derartigen Fall begegnen wir beim Harn. Es ist méglicl), 
Harn praktisch vollstandig zu entfirben, ohne daB Zuckerverlust 
auftritt. 

Ich habe eine grobe Reihe Versuche gemacht mit verschiedenen 
menschlichen Harnsorten, zu denen verschiedene Mengen Glucose 
hinzugefiigt wurden. Sodann wurde der Harn mit wechselnden Mengen 
Noritkohle 1 Stunde geschiittelt und die Glucose im Filtrat entweder 
kolorimetrisch nach Summer (bei geringem Zuckergehalt) oder titri- 
metrisch mit Fehlingscher Lésung bestimmt. Natiirlich wurden alle 
Resultate verglichen mit denen, welche unter denselben Verhaltnissen 
mit dem nicht behandelten Harn erhalten wurden. 

In den beiden folgenden Tabellen gebe ich einige der gefundenen 
Resultate. 

50cem Harn mit 1 Proz. Glucose mit Norit. 





Menge Norit | Zesets > toy 

mg | Proz. Proz. 

50 — 10 0,0 

100 _- 10 0,0 

250 — 0,98 2.0 

500 —_ 0,965 3,5 
1000 _- 0,93 7,0 

250 1 Proz, Phenol 0,99 1,0 
1000 ee" - 0,95 5,0 
1000 1 Proz. Phenol + 0,04 nHCl 0,955 45 


Aus diesen Tabellen sehen wir, daB nach Behandlung von 50 ccm 
Harn mit 100mg Kohle noch kein Zuckerverlust gefunden wurde. 
Das Filtrat war sehr schwach gelb gefirbt und gut polarisierbar. Mit 
500 mg Kohle war das Filtrat ganz farblos; jedoch waren 3,5 Proz. 
Glucose durch Adsorption verloren gegangen. 

In einigen Fallen kam es vor, daB bei der Behandlung des Harns 
mit sehr wenig Kohle das Filtrat immer eine Spur des Adsorbens 
suspendiert enthielt. Weiter sehen wir, daB Phenol im Harn fast gar 
keinen EinfluB auf die Adsorption des Zuckers hat. Die anderen 
Substanzen, welche durch Kohle aus dem Harn entfernt wurden, sind 
also viel stirker adsorbierbar als das Phenol. 

In der folgenden Tabelle sind einige Resultate angegeben, erhalten 
mit einem Harn mit 0,2 Proz. Glucose. 
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50 cem Harn mit 0,2 Proz. Glucose mit Norit. 





eetoean Zanes ee 

mg Proz. Proz. 

50 _ 0,200 0.0 
100 — 0,198 l 
250 — 0,192 4 
500 —_ 0.184 8 

1000 = 0.175 12.5 
1000 1 Proz. Phenol 0,189 5 


Zusammenfassend kiénnen wir sagen, daB die verschiedenen Zucker- 
arten merkbar von Kohle adsorbiert werden. 
Wenn eine Fliissigkeit jedoch zudem sehr stark adsorbierbare 
gefirbte Substanzen enthalt, so kann man die Lésungen praktisch 
vollstandig mit Kohle entfirben, ohne da8 Zuckerverlust auftritt. 
Kine Anwendung davon ist gemacht worden beim Entfarben von Harn. 
Wenn man nicht mehr Kohle hinzufiigt als nétig ist zur Erhaltung 
von einem nur sehr schwach gefarbten Filtrat, so enthalt das letztere 
quantitativ alle Glucose. 
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Wenn auch die chemischen Vorgiinge, die sich bei der Arbeit 
und oxydativen Restitution im Muskel abspielen, in ihrem Zusammen- 
hang mit der Warmebildung und ihrer Bedeutung fiir die Arbeits- 
leistung einigermaBen klargestellt sind, so herrscht noch vélliges Dunke! 
itiber die physikalisch-chemischen Zustandsinderungen, die im Muske! 
eintreten sowohl bei dem eigentlichen Akt der Kontraktion und Er- 


schlaffung als auch bei der gesamten Ermiidung des Muskels, ‘ic 


schlieBlich unter anaeroben Bedingungen zur Aufhebung der Erreghar- 
keit fiihrt. Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich hauptsichlich mit 
dem letzteren Problem, das natiirlich leichter mit chemischen uni 
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puysikalisch-chemischen Mitteln zu erforschen ist, wihrend das, was 
sich bei der rasch voriibergehenden Verkiirzung abspielt, nur auf in- 
direktem Wege erschlossen werden kann. 


Bereits friiher ist gezeigt worden, daB die Ermiidung ursiachlich 
mit der Anhaufung der Milchsiure im Innern des Muskels verkniipft 
ist. Zieht man namlich einen Teil der Séure durch eine geeignete 
Suspensionslésung, am besten Ringerlésung mit. hohem Bicarbonat- 
yehalt (0,2 Proz.), aus dem Muskel heraus, so wachst nicht nur die 
Menge der anaerob gebildeten Milchsiure, sondern auch die Gesamt- 
spannungsleistung des Muskels!). Nun ist aber das Ermiidungsmaximum 
der Milchsaure, dessen Vorhandensein zuerst die englischen Forscher 
Fletcher und Hopkins nachwiesen, keineswegs konstant, sondern es 
variiert sehr stark mit der Art der Muskelreizung, der Temperatur, 
Belastung des Muskels, der Jahreszeit und dem Ernahrungszustand 
der Frésche?). 

Wir legten uns daher folgende Fragen vor: Hangt das Ermiidungs- 
maximum direkt von der durch die Anhaiufung der Milchsaure erreichten 
Wasserstoffzahl ab? Wie gro8 ist die Pufferkapazitat der Muskel- 
substanz, und schwankt diese entsprechend den Anderungen des Er- 
miidungsmaximums? Wird die zunehmende Sauerung des ermiideten 
Muskels eindeutig durch die Milchsiure hervorgerufen, ihdem sie 
iibereinstimmt mit der Aciditat der ruhenden Muskulatur, zu der die 
gleiche Menge Milchséure von auBen zugefiigt worden ist? SchlieBlich : 
Welchen Anteil hat an der Pufferung im Muskel das EiweiB, welchen 
das Phosphat oder andere Puffersubstanzen’ Im ersten Teil der 
Arbeit werden die vorstehend gestellten Fragen behandelt. Im An- 
schluB daran werden einzelne die Kontraktion selbst betreffende Punkte 
untersucht. Von der Beantwortung der genannten Fragen mu auch 
auf diese Vorginge einiges Licht fallen. Wenn insbesondere die Wasser- 
stoffzahl des Muskels eindeutig durch die gebildete Milchsaure bestimmt 
wird, so folgt daraus, daB die Bildung anderer Stoffe (z. B. die Ab- 
spaltung von anorganischem Phosphat aus Phosphorsiureestern) die 
Anderung der H-Ionenkonzentration nicht erkliren kann, ferner auch, 
daB bei der Ermiidung keine speziellen, die Milchsaure neutralisierenden 
Substanzen neu entstehen. Es sei in diesem Zusammenhang besonders 
auf die Arbeit des australischen Biologen Tiegs hingewiesen*), der die 
Annahme experimentell bewiesen zu haben glaubt, daB bei der Muskel- 
arbeit nicht nur Saure, sondern auch Alkali frei wird, das den Er- 


') O. Meyerho}, Pfliigers Arch. 191, 128, 1921; A. Matsuoka, ebendaselbst 
202, 573, 1924. 

*) O. Meyerhoj, Pfliigers Arch. 182, 232, 1920. 

%) Australian Journ. of exper. Biol. and Medic. Science 2, 1, 1925. 
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schlaffungsvorgang durch Neutralisation verursacht. Ja, er meint, 
dieses Alkali in einer stairker basischen Form des Kreatins gefunden 
zu haben. 


I. Wasserstoffzahi des ruhenden, ermiideten und starren Muskels und Milch- 
séurekonzentration. 

Obgleich die Tatsache, daB der ermiidete Muskel saurer ist als «ier 
ruhende, schon nahezu ein Jahrhundert lang bekannt ist, herrscht iiber 
den Umfang der Verschiebung der Reaktion eine ziemliche Unsicherheit 
Dies riihrt daher, daB die Methoden, mit denen diese Verschiebuny 
bestimmt wurde, zu manchen Bedenken AnlaB geben. Es ist seit 
Fletcher und Hopkins bekannt, daB die Abtétung der Muskulatur, 
wenn sie nicht mit bestimmten Kautelen vorgenommen wird, selbst 
zur Milchsaurebildung AnlaB gibt. Die Abtétung des Muskels in kochen. 
dem Wasser, wie sie von verschiedenen Autoren zur Bestimmung der 
Wasserstoffzahl angewandt worden ist!), vermeidet diese Fehlerquelle 
nur unvollkommen. Ferner wird beim Kochen das Bicarbonat in 
Na,CO, und CO, zerlegt, was allerdings nur fiir den unermiideten 
Muskel von Bedeutung ist (da der isolierte ermiidete Muskel nahezu 
kein Bicarbonat besitzt), und das entstehende EiweiBgerinnsel schliel: 
Milchséure ein, was wesentlich fiir den ermiideten Muskel in Betracht 
kommt. Beim Abkochen der ganzen Schenkel kommt der weitere 
Fehler hinzu, da8 in etwas saurerem Milieu das Calciumcarbonat und 
-phosphat des Knochens angegriffen wird, so daB auf diese Weise «ic 
Wasserstoffionenkonzentration zu klein gefunden wird, wovon wir uns 
bei Nachpriifung der Methoden iiberzeugten. Tétet man andererseits 
den Muskel nach der Vorschrift von Fletcher und Hopkins in eisgekiihitem 
96proz. Alkohol, extrahiert hiermit und bestimmt das p,, im ein- 
gedampften, mit Wasser aufgenommenen Riickstand des Alkohols’), 
so vermeidet man zwar diese Fehlerquellen auBer der Zerlegung «es 
Bicarbonats und erhailt auch unter sich vergleichbare Resultate 
Trotzdem ist diese Methode aber nicht einwandfrei und gibt fiir den 
ermiideten und starren Muskel zu saure Werte. Im extremen Falle 
fanden wir beim maximal ermiideten Muskel so ein py von 5,25, wahrend 
man mit einwandfreier Methodik nicht unter p,,6,2 gelangt. Es 
liegt dies daran, da von den bei dieser Reaktion vorhandenen 
Phosphaten KH,PO, und K,HPO, das einbasische in 96proz. 
Alkohol] viel leichter léslich ist. Das Verhiltnis, in dem die Phosphate 
in den Alkohol iibergehen, entspricht daher nicht dem im Muskel ur- 
spriinglich vorhandenen. Diese Fehlerquelle laBt sich dadurch ver- 
meiden, da8 man zwar die Muskulatur in 96proz. Alkohol zerreibt, 


1) Pecnstein, diese Zeitschr. 68, 1914. 
2) Parnas und Laska-Mintz, ebendaselbst 116, 59, 1921. 
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dann aber sogleich mit demselben Volumen Wasser verdiinnt und 
jetzt weiter mit 50proz. Alkohol extrahiert. In diesem ist namlich auch 
das zweibasische Phosphat geniigend léslich, so daB die im Riickstand 
dieses Extraktes gefundene Wasserstoffzahl wenigstens fiir den er- 
miideten Muskel ziemlich richtige Werte ergeben diirfte. Es erscheint 
jedoch erwiinscht, diese zu vergleichen mit solchen, die man ohne 
Extraktion erhalt. Auch durch Zerreiben des Muskels in eisgekiihlter, 
yesittigter NaCl-Lésung wird die Milchsiurebildung sofort zum Stehen 
gebracht. Nutscht man nach langerem Stehen die Kochsalzlésung ab, 
so kann man entweder direkt oder nach Verdiinnen mit Wasser die 
H-lonenkonzentration messen.  Beriicksichtigt man den Salzfehler 
der Indikatoren, so erhilt man z. B. mit den einfarbigen Indikatoren 
von Michaelis’) p,,-Werte, die auf 0,1 reproduzierbar sind. Bei Messungen 
mit der Gaskette ist aber auch eine Korrektur fiir den EinfluB der 
Kochsalzlésung auf das Elektrodenpotential erforderlich, und obendrein 
verschiebt sich durch konzentrierte Salzlésung die Wasserstoffzahl 
eingestellter Pufferlésungen, so daB die Werte auch hier korrigiert 
werden miissen. Um diese Fehler zu vermeiden, lag es nahe, die 
Muskulatur unter sehr guter Eiskiihlung in destilliertem Wasser mit 
Sand zu zerreiben und nach Abzentrifugieren des Gewebes die 
p,-Messung mit der Chinhydronelektrode von Biilmann auszufiihren 2), 
die ein schnelleres Arbeiten als die Wasserstoffelektrode gestattet. In 
der Tat betrug die Milchsiurezunahme bis zur Messung nur 0,02 Proz., 
was in der Nahe des Neutralpunktes einer p,-Verschiebung von 0,05 
entspricht, eine Differenz, die véllig in die Schwankungsbreite der 
Versuche faillt. Beim Zerreiben ermiideter und starrer Muskeln findet 
keine Milchsiureneubildung mehr statt. Allerdings kann nach Kolthoff*) 
der EiweiBgehalt der Lésung zu Fehlern fiihren, indem dadurch die 
Wasserstoffzah] ein wenig zu sauer gefunden wird, zumal bei neutraler 
oder schwach alkalischer Reaktion. Indes ergaben die nur wenig 
EiweiB enthaltenden Muskelextrakte bei Verwendung von Gold- 
elektroden in dem Bereich von p,, 7,2 bis 5,8 eine geniigende Uberein- 
stimmung mit der Wasserstoffelektrode. Die Abweichungen der Chin- 
hydronelektrode im Betrage von p, 0,02 bis 0,12 lagen meist nach 
der alkalischen Seite. 


In der folgenden Ubersicht geben wir zuniichst den Vergleich der 
mit der Gaskette und Chinhydronelektrode gefundenen Werte, die 
wir fiir Muskeln in der Ruhe, bei kompletter Ermiidung und in Chloro- 


1) Michaelis und Gyemant, diese Zeitschr. 109, 165, 1920. 

2) E. Biilmann, Ann. d. Chim. (9) 15, 109; 16, 321; 19, 137, 1921 
bis 1923; Mislowitzer, diese Zeitschr. 159, 72, 1925. 

%) Zeitschr. f. physiol. Chem. 144, 259, 1925. 
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formstarre nach Zerkleinerung festgestellt haben, ebenso bei zerkleinerte, 
ruhender Muskulatur mit Milchséiurezusatz. Der vorletzte der in der 
Tabelle aufgefiihrten Werte gibt eine ungewéhnlich geringe Aciditit 
bei der Chloroformstarre. 


Tabelle I. 


Vergleich der p,-Werte im Wasserextrakt der Muskulatur, gemessen mit 
der Wasserstoffelektrode und der Chinhydronelektrode. 





= - 





4 . Behandlung it 
Nr. Datum Froschart ‘dor Maciin Ww toffs | Chinhydron- Differenz 
elektrode elektrode 
1 21. VII. Esc. Ruhe 7,13 711 i; —— 0.02 
2 18. VII. Esc. Ermiidet 6,19 6,31 + 0,12 
3 21. VII. Ese. Ruhe u. 0,45 Proz. 5,51 5,58 + 0,07 
Milchsaéurezusatz 
4 20. VII. Tempor.| Chloroformstarre 6,33 6,39 + 0.06 
(Winter- 
frosch) 
5 20, VII. Ese. Chloroformstarre 5,97 6,09 + 0,12 
6 22. VII. Ese. Zerkleinerte Mus- 6,54 6.61 + 0.07 
kulatur (0,30 Proz. 
Milchsaure) 
7 IVI. Ese. Chloroformstarre 6,86 6,93 + 0,07 
8 13. X. Ese. Chloroformstarre 5,98 6,03 + 0.05 


Weiterhin seien zunachst die nach den oben beschriebenen Methoden 
mit der Gaskette ausgefiihrten Versuche angegeben, die wir in der ersten 
Zeit vor Verwendung der Chinhydronelektrode ausfiihrten. Es sind 
hier nur die Mittelwerte verzeichnet, da die Werte nach der obigen 
Erérterung nicht als absolut giiltig angesehen werden kénnen. Woh! 
aber sind die nach derselben Verarbeitungsart gemessenen Zahlen unter 
sich vergleichbar. 


Die in Klammern beigefiigten Zahlen geben die Anzahl der Ver- 
suche an. Zwischen Temporarien und Esculenten ergaben sich keine 
deutlichen Unterschiede. 


Tabelle II. 
Ubersicht iiber die p,,-Werte (mit der H-Elektrode). 





Froschkategorie Vorbehandlung NaCl. Alkohol- Wassere = Milchsauregehalt 
der Muskeln extraktion extraktion extraktion Proz 
Herbstfrésche Ruhewert 7,02 (5) 7,74 (4) 75 (2) | 0,03—0,07 
” Total ermiidet 5,82 (2) 5,77 (5) 808 (3) 0,41—0,46 
- Chloroformstarre 6,06 (1) 5,73 (2) _ 0,61—0,64 
Hungertrosche Ruhewert 6,95 (6) 7,43 (7) _— 0,01—0,02 
a Total ermiidet 6,44 (3) 6,12 (2) — 0,16—034 


Chloroformstarre _ —_ 6,23 (3) 0,30 
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Zum Unterschied von den Ergebnissen mit der Wasserstoffelektrode 
dirften die mit der Chinhydronelektrode gefundenen Wasserstoffzahlen 
wirklich fiir die wiisserige Fliissigkeit im Muskel fiir den jeweiligen 
Zustand desselben zutreffen. Um die geeignete Methode zur Bestimmung 
des py, hier auszuprobieren, haben wir zunichst in verschiedenen 
Losungen zerquetschte Muskulatur verschiedene Zeit lang unter Eis- 
kiihlung geschiittelt, ehe Chinhydron zugesetzt und gemessen wurde. 
Es ergab sich hierbei, daB, wenn die Milchsiure im Innern des 
Muskels entstanden ist, nach dem Zerdriicken des Gewebes die Sus- 
pensionslésung sofort nahezu die endgiiltige Wasserstoffzahl anzeigt. 
Bei Ruhemuskeln erfolgt in destilliertem Wasser wie in Ringer- 
jésung selbst unter Ejiskiihlung mit der Zeit eine geringfiigige Ver- 
schiebung nach der sauren Seite, die auf langsam fortschreitende Milch- 
siurebildung zu beziehen ist. So anderte sich z. B. das p,, in destilliertem 
Wasser in 30 Minuten von p,, 7,13 auf p,, 7,08, in 60 Minuten von 
Dy 7-44 auf 7,23, bei in Ringerlésung zerquetschten Muskeln in 30 Mi- 
nuten von p, 7,0 auf p,, 6,91. Dagegen ist der p,,-Wert bei in gesittigter 
NaCl-Lésung zerriebener Muskulatur auch hier sofort konstant, aber 
ebenfalls wie bei der Messung mit der Wasserstoffelektrode zu sauer 
z. B. statt p,, 7,44 in destilliertem Wasser, nur 7,04). Wurde dagegen 
Milchsiure von auBen zugesetzt, so muBte iiber eine halbe Stunde 
geschiittelt werden, damit ein vollstandiger Ausgleich eintrat.  Fiir 
die in der folgenden Tabelle aufgefiihrten Bestimmungen wurde die 
Muskulatur 5 bis 10 Minuten unter guter Eiskiihlung in destilliertem 
Wasser zerrieben und dann Chinhydron zugefiigt. Unter diesen Um- 
stinden ist der Milchsauregehalt etwa 0,02 Proz. héher als bei direkter 
Verarbeitung der eisgekiihlten Muskeln in Salzsaure. In einem gréBeren 
Teil der Versuche wurde bei einer weiteren Portion der Muskeln nach 
45 Minuten langem Schiitteln nochmals die cy bestimmt, die, wie man 
sieht, nahezu gleich geblieben ist. ‘In der Tabelle III sind Versuche 
mit Sommer- und Herbstfréschen in der Ruhe, nach Ermiidung und 
in Chloroformstarre ausgefiihrt, wobei zum Teil die Milchsaure gleich- 
zeitig bestimmt ist. 

Die Tabelle zeigt, daB zwar kein vollstandiger, aber doch ein weit- 
gehender Parallelismus zwischen Milchsiuregehalt und Wasserstoffzah!| 
besteht. Die cy ist bei der Ermiidung und ebenso bei der Starre im 
Herbst gréBer als im Sommer und stuft sich recht gut nach dem Milch- 
siuregehalt ab. Es werden nicht so saure Werte erreicht, wie 
hei den anderen Verarbeitungsarten. Es ergibt sich als Durchschnitt 
fiir Herbstfrésche in der Ruhe Py 7,3, in der Ermiidung (0,4 bis 0,45 Proz. 
Milchsaure) p,, 6,4, in der Chloroformstarre (0,5 bis 0,6 Proz. Milchsaure) 
Py, 6,0. Das Ruheminimum bei den im Freien gehaltenen Fréschen 
lag ganz erheblich héher, als es sonst bei den in Kellerraumen unter- 
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Tabelle III. 
Py-Werte im Muskelauszug, gemessen mit der Chinhydronelektrode, 





Zeit | 








Ver- , 
Nr. Datum  Froschart a arbeitungs- Der: | Milchsiure 
reiben | Proz 
1 6. VIL. ’ Ruhe Destilliert. 5’ 7,13 
2) 16. VIT. | 32 | - Wasser 5 7,44 
3) 16. VII. Be = . Ringer: 7 7.01 nicht 
4) 16, VIL. | = ep . losung 3 7,07 bestimmt 
5) 17. VIL. a Ringerlésung 40s“ 7,01 
+ Sand 60 = 6,99 
6 31. VII. Tempor. | Ermiidung 0 734 0,092 
Winter 45 7,30 
frosch*) 
7 31. VIL. a 0 668 0,28 
‘ 45 6,65 
8 31.vVIT. | .&2 os 0 674 024 
. 2. z 45 6,72 
9) 31. VIL. sé Z = 0 694 0,23 
Rn Zz 45 6,87 
10) 20, VIT. Chloroformstarre 2 0 6,09 --- 
11 20, VII. Tempor. ‘ = 0 6,39 ~ 
Winter- e 
frosch *)  - 
12) 14. X. Ruhe = 0 7,30 — 
13) 15. X. > = 0 7,38 _ 
14) 15, X. ‘ & 0 , 7,27 _ 
15) 14. X. Ermiidung = 0 662 0,364 
16) 15, X. Ese. : 0 641 0,450 
17 || 16, X. Herbst- | v 0 634 0,417 
18} 13. X. frésche Chloroformstarre 0 663 0,303 
(unvollstandig) 
19) 13, X. Chloroformstarre 0 603 0,393 
20 15. X. . 0 606 0,570 
21) 16.X. . 0 587) 0,500 








*) Seit dem Winter im Keller hungernd. 


gebrachten Tieren gefunden wird. Dies ,,physiologische Minimum 
ist bei Sommer- und Herbstfréschen 0,02 bis 0,03 Proz. Dagegen betrug 
das Milchsiureminimum bei den Fréscheo, die im Garten in offenen 
Froschbassins gehalten waren, 0,05 bis 0,08 Proz. Dieser Wert ging be: 
zweitaigigem Aufenthalt der Frésche im Eisschrank auf 0,03 Proz. herab. 
Reizt man die Froschschenkel durch Einzelinduktionsschlage oder kurze 
Tetani in Intervallen von 15 bis 20 Sekunden statt wie in friheren 
Versuchen des einen von uns in Intervallen von nur 3 Sekunden, so 
erzielt man ein erheblich héheres anaerobes Milchséuremaximum, 
zumal wenn nach beendigter indirekter Reizung die Muskeln direkt 
ermiidet werden, wobei allerdings ihre Erholungsfahigkeit vernichtet 
wird und die Muskeln starr werden. An unabgehiuteten Schenkeln 
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frisch gefangener Herbstfrische kommt man so zu einem Ermiidungs- 
maximum bis 0,6 Proz. Im allgemeinen betrug es fiir die Herbst- 
frische 0,45 Proz. Milchséiure. Der héchste beobachtete Wert der 
Chloroformstarre war 0,85 Proz. Aus Warmeversuchen von Hartree 
und Hill*) folgt, daB es ihnen ebenfalls gelang, in der Coffein- 
starre bis zu etwa 0,9 Proz. Milchséure zu erzielen. Der durch- 
schnittliche Starrewert bei den Herbstfréschen war 0,6 bis 0,65 Proz. 
Bei gleicher Behandlung lag das Ruheminimum der Hungerfrésche, 
die im Herbst gefangen waren, im Friihjahr bei 0,01 bis 0,02 Proz.. 
das Ermiidungsmaximum zwischen 0,16 bis 0,30 Proz., das Maximum 
der Chloroformstarre bei 0,3 Proz. Diese Werte fndern sich also 
parallel. Auch sieht man aus der obigen Zusammenstellung, dab die 
py-Werte bei Ermiidung und Starre in den Muskeln der Hunger- 
frische weniger abnehmen als bei den Herbstfréschen. 

In einer gréBeren Zahl von Versuchen wurde zu der Suspension 
der unermiideten Muskulatur Milchsiure in demselben Betrage zu- 
gefiigt, wie er sich bei den gleichzeitigen Ermiidungs- und Starre- 
versuchen durch die Behandlung des Muskels ergab. Es wurde dann 
stets ein Schenkel unter Eiskiihlung abpriipariert, wihrend der andere 
Schenkel ermiidet oder in Starre versetzt wurde. Die Muskulatur 
des ersteren wurde in Alkohol oder gesittigter NaCl-Lésung zerrieben 
fiir Messungen mit der Wasserstoffelektrode oder in destilliertem 
Wasser fiir die Chinhydronelektrode. Es wurde so viel Milchsiure zu- 
gesetzt, daB der Gehalt dem entsprach, den man nach der Behandlung im 
anderen erwarten konnte. Allerdings gelang dies nicht immer genau, wie 
die spitere Milchsiurebestimmung zeigte. Der zweite Schenkel wurde 
genau wie der erste verarbeitet, doch blieb ein Teil fiir die chemische 
Bestimmung der Milchsaure zuriick. Zu dem angegebenen ,,Milchsiure- 
zusatz zur Ruhemuskulatur“ miissen noch durchschnittlich 0,03 Proz. 
fir den Anfangswert hinzuaddiert werden, da es sich in den Versuchen 
um Herbstfrésche handelte. Die Tabelle IV zeigt, daB bei derselben 
Verarbeitungsart die spontane Milchsiurebildung die gleiche Ver- 
schiebung des p,, verursacht, wie sie durch Zusatz der betreffenden 
Milchsiuremenge zu ruhender Muskulatur hervorgerufen wird. Nach 
keiner Seite bestehen systematische Abweichungen®). 


‘) Journ. of Physiol. 58, 441, 1924. 

2) Wie Herr Professor A. V. Hill in London uns brieflich mitteilt, 
hat in seinem Laboratorium unabhaingig von uns Mrs. P. 7. Kerridge 
ahnlich angelegte Versuche mit der Haberschen Glaselektrode ausgefiihrt, 
die ebenso wie die unseren das Resultat ergaben, da8 zur ruhenden Muskulatur 
zugesetzte Milchséiure die Wasserstoffzahl etwa ebenso verschiebt, wie die 
gleiche Menge der bei der Ermiidung gebildeten. Siehe auch P. T. Kerridge, 
Biochem. Journ. 19, 611, 1925. 
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Tabelle 1V. 


Vergleich der Sauerung durch die im Muskel gebildete und von auben 
zugesetzte Milchsaure. 





Ruhemuskeln Vorbehandelte Muskeln 
Nr. Froschart | Messung Milchsaures Extrake | Behandlung = Milchsaure 
zusatz tionss Pu der gebildet Pu 
Proz. methode | Schenke! — 
l Ese,  HElektrode 0,45 NaCl 5,6 Un- (ca.04) 59 
vollstandig 
ermudet 
2 Z 0,45 Alkoho! 6,0 Total 0.456 5.8 
ermiudet 
3 Fe be 0,42 » 5,95 Chloroform: 0,614 | 5.56 
J starre 
4+ Temp. ~! 0,40 ™ 6,05 Total 0.415 5.9 
ermiudet 
5 Ese. = 0,57 Alkohol 5.86 Chloroform: 0.64 5.89 
5 Stunden starre 
geschuttelt 
Alkohol 582 
22 Stunden 
| Chin 0 Seatilione 82. Chlorof 
6 Sse. _ : A7 tilliert. 5.82 Chloroform. 0.500 5.87 
Elektrode : Wasser, 90’ starre 
chuttelt 
7 nm = 0,395 stilliert. 6,22 Ermudung 0417 6.34 
Wasser, 90’ 
geschuttelt 


Frisch gefangene Herbstfrésche und solche, die etwa 6 bis 8 Monate 
gehungert haben, zeigen, wie aus der obigen Tabelle II hervorgeht, ein 
sehr verschiedenes Verhalten: Bei den ersteren hohe Pufferkapazitit 
der Muskulatur und dementsprechend hohe Milchsdiurewerte, bei den 
letzteren verringerte Pufferkapazitét und verringerte Milchsiurewerte. 
Um die Pufferkapazitit in den Muskeln von Hungerfréschen genauer 
zu bestimmen, wurde zu diesen ebenfalls 0,3 bis 0,45 Proz. Milchsaure 
zugesetzt. Es ergaben sich bei Verarbeitung in 96proz. Alkohol, ge- 
messen mit der H-Elektrode, die folgenden Werte: 


0,4proz. Milchséure (drei Versuche) . . . . . py 5,60 
0,45 ,, ae (sieben Versuche) . . . . py 4,94 


Die Reaktion ist also erheblich saurer als bei gleichem Milchsaure- 
zusatz zu Muskeln der Herbstfrésche. Die Winterfrésche erreichen 
daher bei der Ermiidung zwar eine geringere Wasserstoffzahl, besitze: 
aber auch eine geringere Pufferkapazitit als die Herbstfrésche. Beic: 
Faktoren wirken bei dem Herabgehen des Milchsiuremaximums z1- 
sammen. 


Methodische Bemerkungen. 


Préparation und Reizung der Frésche geschah wie in friiheren Ver- 
suchen. Zur Reizung bedienten wir uns einer Bowditch-Uhr (von Zimmer- 
mann, Leipzig), die mit Abblender fiir die SchlieBungsschlage in den Primar- 
kreis geschaltet wurde. Die Verarbeitung der Muskeln auf Milchsiure 
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geschah, wie kiirzlich beschrieben'), mittels EnteiweiBung nach Schenck *) 
und nachherigem Zusatz von Kupfersulfat und Calciumhydroxyd nach 
van Slyke und Clausen*). Der Gesamtverlust an Milchsdure in dieser An- 
ordnung betrug bei unseren Mengenverhiltnissen (2 bis 0,5 mg) 3 bis 8 Proz. *). 


1) O. Meyerhof, Pfliigers Arch. 204, 295, 1924. 

2) Versuche, diese EnteiweiBung durch das Verfahren von Folin-Wu 
ya ersetzen (Natrium-Wolframat in schwach saurer Lésung), ergaben, 
da8 ein unmittelbarer Zusatz des Wolframats zu in Salzsdure zerriebener 
Muskulatur zu Fehlern fiihrt. Wohl aber ist es méglich, die in Saéure ge- 
quollene Muskulatur nach mehrstiindigem Stehen durch scharfes Zentri- 
jugieren niederzuschlagen und die abgegossene Lésung durch einen passenden 
Zusatz von Natrium-Wolframat zu enteiweiBen. Hieran 14Bt sich direkt 
das Kupfer-Kalkverfahren anschlieBen. Die auf diesem Wege gefundenen 
Resultate stimmten mit den nach Schenck-EnteiweiBung genau iiberein. 
Das Verfahren hat den Vorteil, den Schwefelwasserstoff entbehrlich zu 
machen. Dagegen wird so nur ein verhéltnismaéBig kleiner Teil des ur- 
spriinglichen Volumens fiir die Milchséiurebestimmung wiedergewonnen, 
so daB es nur bei gréBerem Milchsaéuregehalt der Muskulatur in Frage kommt. 

3) Journ. of biol. Chem. 52, 263, 1922. 

4) Die gleiche Methodik wurde kurz danach unabhaingig von Hirsch- 
Kauffmann beschrieben (Zeitschr. f. physiol. Chem. 140, Heft 1 und 2). 
In der Erwiderung Embdens (ebendaselbst 148, 299) auf meine diesbeziigliche 
Reklamation befindet sich eine Stelle, die richtiggestellt werden mut. 
Embden schreibt, daB die Methode der Verarbeitung des Schenck-Filtrats 
der Muskeln von mir friiher ,,in entschieden fehlerhafter Weise‘‘ ohne 
Atherextraktion angewandt sei. Ich habe an der von Embden zitierten 
Stelle jedoch das Gegenteil gesagt, daB nimlich diese Verarbeitungsart 
offenbar nur in Verbindung mit solcher Extraktion zuverlissige Werte 
gibt, daB ich selbst sie ,,probeweise** ohne Extraktion versucht hatte, 
dies aber infolge von Fehlschligen aufgegeben hatte (Pfliigers Arch. 195, 
28, 1922). Diese Fehlschlage kénnen unter anderem an dem Kohlehydrat- 
vehalt der Lésung liegen. Damit hat die Feststellung nichts zu tun, dai 
bei der Methode der Alkoholextraktion die aus dem Muskel in den Alkohol 
iibergehenden Zuckerspuren keine Fehler geben. Ich finde keine Ergebnisse 
aus dem Embdenschen Institut, durch welche diese Angabe erschiitter! 
wiirde. Andererseits wurden direkt nach Schenck-Enteiweibung gelegentlich 
reine Ringerlésungen verarbeitet, nachdem sie zur Suspendierung un- 
abgehauteter Schenkel fiir kalorimetrische Versuche gedient hatten. Diese 
enthalten nur ganz geringe Mengen EiweiB und sehr wenig Milchsaure. 
Erst durch die Benutzung des van Slykeschen Entzuckerungsverfahrens 
ist die von Embden fiir die Muskelmilchséiure eingefiihrte Methode der 
Schenck-EnteiweiBung bequemer und zuverlissiger geworden als das Ver- 
fahren der Alkoholextraktion. Wieso trotz der weitgehenden Uberein- 
stimmung mit Hirsch-Kauffmann sich in meinen Messungen immer ein 
etwa 6 Proz. gréBerer Verlust ergab, beruht, wie sich herausgestellt hat, 
auf der Benutzung von Claisenkolben statt der von diesem Autor ver- 
wandten Kjeldahlkolben. Mit den letzteren sinkt der Verlust bei sonst 
genau gleicher Anordnung um 6 bis 8 Proz. herab und betragt nunmelr 
fiir Mengen von 3 bis 4 mg nur durchschnittlich noch 4 Proz. (statt frither 
10 Proz.), fiir Mengen von 44 mg nur noch 7,5 Proz. (statt friiher 15 Proz.). 
Die gerade Form des Kjeldahlkolbens ist also fiir die Destillation besonders 
geeignet. (Anmerkung von O. Meyerhof.) 
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Die elektrometrische Bestimmung des Py geschah in der Anordnung von 
Michaelis. Wir benutzten seine Birnenelektrode') und als Nullinstrument 
ein Nadir-Zeigergalvanometer. Einige orientierende Versuche wurden 
auch mit der einfarbigen Indikatorenmethode von Michaelis angestellt. 
Die Bestimmung in der NaCl-Lésung und in destilliertem Wasser erfolgte 
nach dem Abzentrifugieren der Muskeln, die Bestimmungen im Alkohol.- 
extrakt nach Eindampfen desselben und Auffiillen mit destilliertem Wasser 
auf das urspriingliche Muskelvolumen. Auch wenn Milchséure zugesetzt 
wurde, wurde darauf geachtet, daB das Fliissigkeitsvolumen genau iiber-. 
einstimmte mit demjenigen, in dem die ermiidete Muskulatur auf- 
geschwemmt war. 

Als Chinhydronelektrode wurden zwei Wagegliischen benutzt, die 
durch einen Agarheber verbunden waren. Die Bezugselektrode war ein 
Acetatpuffergemisch von p, 4,52, das taglich neu bereitet und gegen eine 
Kalomelelektrode eingestellt wurde. Zur Bereitung der Gewebslésung 
wurde etwa 14 bis 1g Muskulatur in der zwei- bis dreifachen Menge 
destillierten Wassers in einem Morser, der sich in einer Kaltemischung befand, 
fein zerrieben. Bei ruhender Muskulatur wurde Chinhydron vor dem 
Zerreiben zugesetzt. Nach dem Zerreiben wurde eine halbe Minute zentri- 
fugiert, die wenig getriibte Fliissigkeit mit Chinhydronzusatz in dem Wige- 
glaschen durch E:nstellen in Wasser auf die MeStemperatur gebracht. 
Bei Zusatz von Milchsiure wurde der Gewebsbrei in einer dicht schlieBenden 
Pulverflasche in einem gréBeren, mit zerstoBenem Eis gefiillten GefaiB bei 
hoher Tourenzahl geschiittelt. 


Il. Die Puffersubstanzen im Muskel. 


Auf welche Bestandteile ist nun die Pufferkapazitaét zuriick- 
zufiihren? Die Beantwortung dieser Frage ist fiir den Ermiidungs- 
vorgang im Muskel von groBer Bedeutung. Es ist gezeigt worden®), 
daB ein wesentlicher Teil der Warme, der bei der Muskelkontraktion 
frei wird, auf die Reaktion zuriickzufiihren ist, die schematisch ge- 
schrieben werden kann: 

BP’ +HL' = BL’ + [HP]. 
(B = Basenbestandteil, P — Proteinanion, 1 = Milchsiureanion.) 

Wenn dies zutrifft, so muB ein groBer Teil des Alkalis, der im 
ruhenden Muskel an das Protein gebunden ist, im ermiideten Muskel 
an die Milchsiure gebunden sein. Wahrend nun das Alkaliprotein in 
Alkohol nieht léslich ist, ist das Alkalilactat darin léslich. Die An- 
nahme 1aBt sich also leicht experimentell priifen, indem man feststellt, 
ob Aschenbestandteile, entsprechend den fixen Basen, die im ruhenden 
Muskel alkoholunléslich sind, im ermiideten Muskel alkoholléslich 
geworden sind, und zwar in einem Betrage, der der gebildeten Milchsaure 
entspricht. Das Ergebnis der Versuche fiihrt zu einer Bestitiguny 
dieser Hypothese: Die alkoholléslichen Aschenbestandteile, die wir 


1) Vereinigte Werkstatten fiir Laboratoriumbedarf. 
2) O. Meyerhojf, Pfliigers Arch. 195, 22, 1922; 204, 295, 1924. 


pat h 
konr 
Mile’ 


die ‘ 
» 


{s. 6 


des 


uf whore 


vers 
Asel 
deut 
gehs 
wur 
The 
den 
ver! 
a uf 

zuri 
2P. 
alke 
der 

Ver 


sau 
Zur 
Mil 
K, | 
Tat 


Es 








yon 
ent 
jen 
lit. 
gte 
10] - 
ser 


tzt 


Se 


mm 





Vorgange bei der Muskelermiidung. 139 


nach Abzug der Phosphorsiiure zur Hauptsache auf Basen beziehen 
konnen, haben in einem Umfange zugenommen, der etwa der gebildeten 
Milchsaure aquivalent ist, wenn man die Basen auf Kalium berechnet. 

In der Tabelle V ist eine Zusammenstellung der Resultate gegeben, 
die dies deutlich erkennen l4Bt. Die Asche ist als Sulfat bestimmt 
(s. S. 142) und in Prozenten des Gewichts des Trockenriickstandes 
des Muskels ausgedriickt. 


Tabelle V. 
Verteilung der Asche auf alkoholischen Extrakt und Riickstand. 





Asche im Muskelriickstand Asche im Alkoholextrakt 


2 Ermisdung Ermudung Diflerens Ermidung Erasdang Diferenz 
Proz. Proz. Proz. Proz. Proz. Proz 

] 3,87 2,07 —I18 — — = 

2 3,76 2,05 —1,71 1,44 3,46 + 2,02 

3 4,37 2,48 — 1,89 2,08 4,86 + 2.78 

4 4,56 3,52 — 14 3,48 4,65 1,17 

5 4,43 3,42 —1,01 3,57 5.14 tL. 1,57 


In den Versuchen sind 1,0 bis 1,8 Proz. Asche aus dem Riickstand 
verschwunden, wahrend andererseits der Alkoholextrakt 1,2 bis 2,8 Proz. 
Asche gewonnen hat, was eine Verdopplung des Aschengehaltes be- 
deutet. Die absoluten Werte schwanken etwas je nach dem Wasser- 
gehalt des Alkohols, der Verarbeitungsweise usw. Zum Vergleich 
wurden stets symmetrische Schenkel desselben Frosches benutzt. 
Theoretisch sollte natiirlich die Asche des alkoholischen Extrakts um 
denselben Betrag zunehmen, um den die Asche des Riickstandes sich 
verringert. Die Abweichungen zwischen den beiden GréBen diirften 
auf das verhiltnismaBig rohe Verfahren, die Asche zu bestimmen, 
zuriickzufiihren sein. Die Verschiebung des Aschengehaltes um 1 bis 
2 Proz. des Trockengewichts vom alkoholischen Riickstand auf den 
alkoholischen Extrakt stimmt in der GréBenordnung recht gut mit 
der gleichzeitigen. Milchsaurebildung iiberein. Diese betrug in den 
Versuchen 0,35 bis 0,5 Proz. bezogen auf das Feuchtgewicht, was, 
bezogen auf das Gewicht des alkoholischen Riickstandes, einen Milch- 
siuregehalt von 1,9 bis 2,75 Proz. bedeutet. Nehmen wir an, dab die 
Zunahme der Asche des Extrakts auf Kaliumsulfat zu beziehen ist, 
so muB nach der obigen Gleichung ein Molekiil K, SO, zwei Molekiilen 
Milchsiure korrespondieren. Fiir 180g Milchsiure miissen also 175 g 
K,S0O, in der Asche des alkoholischen Extrakts auftreten. In der 
Tat sieht man, daB die Aschenzunahme des Extrakts in ihrem Ge- 
wicht annahernd so groB ist wie die Milchsiurebildung bei der Ermiidung. 
Es ist aber noch ein Einwand gegen diese Berechnung zu priifen. Da, 


Ole gitar papi + 
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wie oben erwahnt, das einbasische Phosphat leichter in den alkoholischey 
Extrakt iibertritt als das zweibasische, kénnte die Zunahme des Aschen. 
gehaltes des alkoholischen Extrakts beim ermiideten Muskel auf 
Vermehrung der Phosphate bezogen werden. Aus diesem und andere» 
Griinden haben wir in mehreren Versuchen auch die Verteilung des 
Phosphats gepriift, und zwar zunichst auf den alkoholischen Extrakt 
und Riickstand, wobei der Riickstand dann noch mit heiBem und 
kaltem Wasser erschépft wurde. 


In Versuch 4 der Tabeile V ergab sich der P,O;-Gehalt des alko. 
lischen Extraktes vor der Ermiidung zu 1,13 Proz. (bezogen auf das 
Gewicht des Muskelriickstandes), nach der Ermiidung zu 1,07 Proz. ; im 
Wasserauszug des Riickstandes vor der Ermiidung zu 1,03 Proz 
nach der Ermiidung zu 0,89 Proz. 

Bei Wiederholung (Versuch 5 der Tabelle V) betrug der P,O.,. 
Gehalt des alkoholischen Extrakts vor der Ermiidung 0,90 Proz 
nach der Ermiidung 1,13 Proz., der des wisserigen Auszuges des Muskel. 
riickstandes vor der Ermiidung 0,98 Proz., nach der Ermiidung 0,99 Proz 
schlieBlich der Gehalt des Residuums, der weder wasser- noch alkoho!. 
léslich war, in beiden Fallen 0,08 Proz. P,O,. 


Nach diesen Versuchen sind die Verschiebungen im Phosphat- 
gehalt nicht ganz regelmaBig, aber in jedem Falle nicht erheblich. 
da sie im héchsten Falle 0,2 Proz., also nur ein Zehntel der Verschiebung 
der Gesamtasche ausmachen. Der SchluB ist daher berechtigt, dali 
dieser Ubertritt der Asche aus dem Riickstand in den Extrakt ganz 
iiberwiegend darauf zuriickzufiihren ist, daB die Milchsiure alkohol. 
unlésliche fixe Basen in Lésung bringt. Um festzustellen, wievie! 
von dieser alkoholunléslichen Base im ruhenden Muskel an Eiweil 
gebunden ist, haben wir den Muskelriickstand nach Alkoholextraktio: 
erst mit Ather, dann mit heiSem Wasser extrahiert, in jedem Antei! 
die Asche bestimmt und die gleiche Prozedur mit dem ermiideten 
Muskel wiederholt. Sicher diirfte diejenige Asche an EiweiB gebunden 
sein, die nach diesen Extraktionen im Riickstand bleibt. Allerding- 
ist dies ein Minimalwert, denn erstens kann trotz der vorangehenden 
Denaturierung mit Alkohol etwas EiweiB in Wasser gelést werden 
und ferner kann beim Waschen mit Wasser Alkali hydrolytisch au- 
dem Proteinsalz abgespalten werden. In drei Versuchen haben wi: 
diese Differenzierung der Asche vorgenommen. Der Atherextrakt 
erwies sich als praktisch aschefrei und konnte vernachlassigt werde: 
Die Verteilung auf den wasserléslichen und den wasserunléslichen Tei! 
des mit Alkohol extrahierten Riickstandes ist in der Tabelle VI gegeben 
Danach ist gut die Hialfte der iibertretenden Aschenbestandteilc 
wasserléslich, der Rest wasserunléslich. 
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Tabelle V1. 
Aschenverlust im wasserléslichen und wasserunléslichen Anteil 
des Muskelriickstands. 

Abnahme des Asche, wasserloslich Asche, wasserunléslich 

o> a r r ; > a, 
\ bei der vor der nach der , v * der nach der 
: Ermuidung Ermiidung Ermudung Differenz Ep, ‘dung Ermiidung Difierenz 

Proz. Proz Proz. Proz. Poz. Proz Proz. 

3 1.89 3.12 1.95 — 117 1,25 0,52 — 0,73 
4 1,04 3.04 2.61 — 043 1,53 0.91 — 0.62 
5 1.01 3.27 2.73 — 054 1,16 0.69 — 0,47 

In welchem Mabe die Phosphate durch Verringerung ihrer Basen- 
bindung bei der Ermiidung an dieser Verschiebung der Asche aus dem 


\lkoholextrakt in den Riickstand beteiligt sind, kann man wenigstens 
fiir einen Versuch annaherungsweise durchrechnen, wo wir neben der 
Gesamtasche in jedem Extraktanteil den Phosphatgehalt bestimmt 
haben. Es ist dies Versuch 5 der Tabelle V1, bei dem sich der Phosphat- 
yvehalt des alkoholunléslichen Riickstandes bei der Ermiidung nicht 
wesentlich anderte. 

Im ganzen fanden sich in 1,853 g Trockenriickstand 18,1 mg P,O;, 
entsprechend 25mg Phosphorsiure. Bei der Ermiidung, 0,39 Proz. 
Milchsaure, verschiebt sich die Wasserstoffzahl von 7,3 auf 6,4, was 


HPO, 
KH, PO, 
hat. Bei 98g H,PO, werden mithin 17,5 g¢ Kalium abgegeben. Setzen 
wir das gesamte Phosphat, gleich 18,1 mg P,O,;, dem anorganischen 
Phosphat im Basenbindungsvermégen gleich — in Wahrheit ist seine 
Pufferkapazitat geringer —, so gibt es bei der Ermiidung 4,4 mg Kalium 
ab. Die Asche des Wasserauszuges in diesem Versuch hatte um 10 mg 
abgenommen, was, auf K,SO, berechnet, gleich 4,4 mg Kalium ist. 
Dies entspricht also der Basenabgabe des Phosphats. Dagegen kann dic 
gesamte Aschenabnahme des wasserunléslichen Riickstandes auf Alkali- 
abgabe des Proteins bezogen werden. Es ist dies dann die Halfte 
der oben berechneten, in den Alkoholextrakt iibergegangenen Basen - 
menge. Danach kann man naherungsweise annehmen, dab die Halfte 
(bis zwei Drittel) der Milchsaure sich mit Protein umsetzt und der Rest 
mit Phosphat. Zu einem ahnlichen Resultat gelangten die englischen 
Forscher Andrews, Beattie vnd Milroy) am PreBsaft von Pferde- 
muskeln, wo sie z. B. fanden, daB die Pufferkapazitat gegen 200 Proz. 
héher ist als der Phosphatgehalt. 

Mit der Abgabe des Alkalis von seiten des Proteins muB der Lésungs- 
zustand des letzteren beeinfluBt werden, indem es durch Annaherung 


| 
eine Anderung des Verhaltnisses von von 3 auf 0,4 zur Folge 


1) Biochem. Journ. 18, 993, 1924. 
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an den isoelektrischen Punkt instabil wird. Ja, wie friiher gezeict, 
ist es nicht unwahrscheinlich, daB hierbei eine Dehydratation stait. 
findet, die vielleicht mit positiver Warmeténung verkniipft ist). Eine 
solche Entquellung des Proteins im ermiideten Muskel ist auBerordentlic) 
leicht nachweisbar. Allerdings hingt die Stabilitét der Muskelproteine 
in der Nahe des isoelektrischen Punktes, wie kiirzlich von H. H. Weber?) 
gezeigt wurde, von der Art und Konzentration der anwesenden Salze 
ab; dementsprechend ist auch der Unterschied der Quellbarkeit de; 
unermiideten und ermiideten Muskelsubstanz vom Salzgehalt de: 
Suspensionslésung abhingig. AuBerordentlich groB ist er in gesittigter 
NaCl-Lésung. Nutscht man z. B. in solcher Lésung zeriebene Muskulat w: 
mit der Wasserstrahlpumpe ab, so erhalt man bei gleicher Ausgangs. 
menge aus dem ermiideten Muskel das Mehrfache an Filtrat, noch dazu 
viel eiweiBarmer als aus ruhender Muskulatur, die in dieser Lésuny 
stark aufquillt. Durch bloBen Anblick der in Kochsalzlésung zer-. 
riebenen Muskulatur li8t sich entscheiden, ob der Muskel ermiidet 
war oder nicht. Weniger groB, aber auch noch sichtbar ist die Differenz, 
wenn die Muskulatur in destilliertem Wasser zerrieben wird. 


Methodik der Asche- und Phosphorsdurebestimmungen. 


Von zwei bis drei Fréschen wurde je ein Schenkel sofort in Alkohol 
zerrieben, der andere nach vdélliger Ermiidung in Stickstoff (indirekte 
Reizung mit kurzen Tetani in 15 Sekunden Intervall). Die mit der Schere 
fein zerkleinerte Muskulatur blieb iiber Nacht mit dem Alkohol stehen; 
sie wurde dann abgepreBt, mehrmals mit 96proz. Alkohol nachgewaschen, 
bei 105° getrocknet und gewogen. In mehreren Versuchen wurde der Riick- 
stand weiter mit Ather und dann mit Wasser von 50° erschépfend aus. 
gezogen. Zur Bestimmung der Basenbestandteile wurden die im Trocken- 
schrank getrockneten Extrakte und Riickstaénde in Porzellanschalen im 
Luftbad véllig verascht, durch ein aschenfreies Filter in einen Porzellan- 
tiegel filtriert, auf dem Wasserbad mit einigen Tropfen verdiinnter Schwefel- 
siure eingedampft. Das Abrauchen der Schwefelséiure geschah unterhalb 
Rotglut. Nach Zusatz verdiinnten Ammoniaks und Eindampfen auf dem 
Wasserbad wurde wieder sorgfaltig unterhalb Rotglut bis zur Gewichts- 
konstanz gegliiht. Kontrollveraschungen von Kaliumphosphat ergaben, 
da8 der Kaliumgehalt bei den im Muskel vorhandenen Phosphatmengen 
unter Zugrundelegung von Kaliumsulfat fiir die Rechnung etwa 4 bis 
5 Proz. zu groB gefunden wird, doch ist dies im vorhergehenden auber 
Betracht gelassen. 

Die P,O,;-Bestimmungen erfolgten nach Lésung der Asche, zum Teil 
auch in vor der Veraschung entnommenen aliquoten Teilen der Extrakte, 


1) Doch ist es bisher mit EiweiBlésungen, im Gegensatz zu Amino- 
séuren, nicht gelungen, diese Wirme direkt nachzuweisen. Versuche, 
die der eine von uns (O. Meyerhof) mit H. Blaschko vornahm, mit Fibrinogen- 
lésungen, Seidenpepton in Alkohol-Wassergemischen u. a. verliefen negati\ 

*) Diese Zeitschr. 158, 443 und 473, 1925. 
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mit dem Strychnin-Molybdaénreagens von Pouget und Chouchak') gravi- 
metrisch nach der von Embden angegebenen Modifikation der Methode®*). 
Die Niederschlige wurden auf Filterplatten von gesintertem Glas von 
Schott (Jena) oder in Porzellanfiltertiegeln der Berliner Porzellanmanufaktur 


abgesaugt. 


Ill. Ober den zeitlichen Zusammenhang von Kontraktion 
und Milchsiurebildung. 


Die energetische Rolle, die der Milchsiure bei der Kontraktion 
zufallt, ist in den Arbeiten des einen von uns dahin bestimmt worden, 
daB die Spaltung des Glykogens in Milchsiure und die hierdurch ver- 
anlaBte Entionisierung des MuskeleiweiBes die Energie fiir die anaerobe 
Arbeit liefert, wihrend die Oxydation nachtriglich durch die Riick- 
verwandlung der Milchsiure in ihre Ausgangsform Glykogen den 
urspriinglichen physikalisch-chemischen Zustand des Muskels wieder 
herstellt, wobei die Oxydationsenergie den unfreiwilligen Verlauf der 
Prozesse der Arbeitsphase in umgekehrter Richtung erzwingt. Bei 
dieser energetischen Deutung sind tiber den speziellen Mechanismus, 
insbesondere ob die Milchsaure direkt oder indirekt an dem Kontraktions- 
vorgang selbst beteiligt ist, keine Annahmen gemacht worden, sondern 
in dieser Beziehung nur eine gewisse Wahrscheinlichkeit dafiir fest - 
gestellt, daB das Auftreten der Milchsaiure, insbesondere das Ent- 
stehen von H-Ionen hierbei irgendwie ursaichlich am Zustandekommen 
der Kontraktion beteiligt sei*). Bekanntlich sagt die Thermodynamik 
iiber den Mechanismus eines Vorgangs nichts aus; etwa der Umstand, 
da8 in der Dampfmaschine die Energielieferung durch die Verbrennung 
von Kohle geschieht, 14Bt den Mechanismus unbestimmt und wider- 
spricht nicht der anderen Tatsache, daB die Energie durch die Warme- 
Ausdehnung des Wasserdampfes auf den Kolben iibertragen wird. Die 
Einwinde, die von Hmbden insbesondere in seinem Vortrag auf dem 
Deutschen PhysiologenkongreB*) gegen die Vorstellungen von Hill 
und Meyerhof erhoben wurden und in der Diskussion zu diesem Vortrag 
ein lebhaftes Echo gefunden haben, scheinen in erster Linie auf solches 
Mi8verstandnis zuriickzufiihren zu sein. Denn seine Beobachtung, daB 
bei tetanischer Reizung des Muskels in tiber der Hilfte der Fille die 
Milchsdurebildung die mechanische Zustandsinderung mehrere Sekunden 
iiberdauert®), wiirde zwar die Beteiligung der Milchsiiure an dem 


1) Bull. soc. chem., 4. Serie, 5, 104, 1909; 6, 649, 1911. 

*) Zeitschr. f. physiol. Chem. 118, 138, 1921. 

8) Vgl. die letzté Zusammenfassung: O. Meyerhof in Springers Handb. 
d. Physiol. 8, 476ff., insbesondere auch S. 530. 

*) Ber. d. ges. Physiol. 32, Heft 5 bis 6, S. 690, 1925. 

5) Klin. Wochenschr. 3, 1393, 1924; Embden und Jost, Deutsche med. 
Wochenschr. 51, 636; Springers Handb. d. Physiol. 8, 401. 
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Mechanismus der Kontraktion sehr unwahrscheinlich machen, an der 
oben wiedergegebenen Erklirung der Energetik der Kontraktion aber 
nichts andern. Dies kénnte offenbar nur dadurch geschehen, daB man 
an Stelle des oben genannten einen anderen unabhiingigen Proze{ 
feststellt, der die Energie fiir die anaerobe Arbeit liefert und dement. 
sprechend auch die Rolle der Oxydation anders, als oben geschehen 
bestimmt. Dies aber geschieht nicht. Indessen ist dieses MiBverstandnis 
nicht das einzige in der Argumentation Embdens. Er sagt, nach seinen 
Versuchsergebnissen ,,entfillt die Méglichkeit, die gesamte im Kon. 
traktionsaugenblick frei werdende Energie aus der exothermen Um. 
wandlung von Kohlehydrat in Milchsaure und ihren ebenfalls exothern« 
Reaktionen veranlassenden Folgeerscheinungen herzuleiten’. — ,,Dey 
chemischen Prozessen bei der Muskeltitigkeit, mégen sie oxydativer 
oder anaerober Natur sein, kime die Aufgabe zu, den im Kontraktions. 
augenblick sich entladenden kolloidchemischen Akkumulator auf. 
zuladen oder die Feder einer Uhr wieder aufzuziehen.“" Embden bedient 
sich hier der von Hill (Akkumulator) und von O. Meyerhof (Uhrfeder 
eingefiihrten Vergleiche fiir den oxydativen .Erholungsvorgang uni 
dehnt sie auch auf die anaeroben Prozesse aus. Nun ist es ja niemals 
in Vorschlag gebracht worden, den chemischen Vorgang der Milch- 
siurebildung direkt die mechanische Arbeit leisten zu lassen. Dal! 
hier physikalisch-chemische Energietransformationen stattfinden miissen 
die man beim Aufbau der Muskelmaschine aus Kolloiden auch kolloid. 
chemische nennen kann, ist nahezu selbstverstandlich, und alle fiir 
den Mechanismus der Kontraktion diskutierten Méglichkeiten sin 
kolloidchemischer Natur!). Trotzdem aber wird man die Gleichsetzung 
der anaeroben und oxydativen chemischen Vorginge in ihrer Be. 
deutung fiir die Kontraktion kaum akzeptieren kénnen, insbesondere 
daB die erst nach Ablauf der Kontraktion erfolgende Milchsaiurebildung 
ebenso die Feder fiir die nichstfolgenden Kontraktionen aufzieht, wi 
es nach der oben wiedergegebenen Theorie der oxydative Restitutions 
prozeB tut. Denn dieser tut es durch die Entfernung der Milchsdur 
Um dem klaren Widerspruch zu entgehen, daB das Auftreten der Milch- 
sdiure dieselbe Bedeutung hatte wie die Entfernung der Milchsdure 
bediirfte es ad hoc erfundener komplizierter Hilfshypothesen, die man 
ohne Not nicht aufstellen wird. 

Uber die Erfordernisse der Thermodynamik hinaus ist allerdings 
die Hypothese erwogen, da die Milchsiure am Mechanismus der 
Kontraktion teil hatte und dann auch wihrend der Kontraktion frei 
werden miiBte. Diese iibrigens schon alte, von vielen Muskelphysiologen 
vertretene Annahme lie sich durch Vergleich der chemischen wii 


1) Siehe Handb. d. Physiol. 8, 536. 
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kalorimetrischen Messungen O. Meyerhofs und der myothermischen von 
Hartree und Hill stiitzen. Denn die Spaltungswiirme des Glykogens 
und die Entionisierungswarme des Muskelproteins betragen zusammen 
pro 1g Milchsaure gut 300 Kalorien und decken damit etwa 80 Proz. 
der gesamten Warme, die bei der anaeroben Arbeit frei wird. Von 
dieser wissen wir aber aus den Messungen von Hill und Hartree’), 
da8 sie zum mindesten zu 80 Proz. synchron mit dem Kontraktions- 
vorgang entsteht, und zwar teils bei der Anspannung, teils bei der 
Erschlaffung. Héchstens 20 Proz. folgen nach mehreren Minuten als 
anaerobe Restitutionswirme‘, deren Natur bisher noch nicht geklart 
ist®). Es ist mithin auBerhalb des Zeitpunktes des mechanischen Prozesses 
kein Platz zur Unterbringung der mit dem Milchsiureumsatz ver- 
kniipften Wairme. Da8 diese aber im erschlafften Muskel durch negative 
Wairmeténungen aus unbekannten Reaktionen genau kompensiert 
wirde, muB als auBerordentlich unwahrscheinlich bezeichnet werden. 
Eine derartige Annahme scheint aber von Embden gemacht zu werden, 
wenn er aus seinen Versuchen die Méglichkeit ableitet, daB ,,vielleicht 
der Gesamtbetrag der mechanischen Arbeitsleistung nicht auf Kosten 
von im Kontraktionsaugenblick sich abspielender chemischer, sondern 
exotherm verlaufender, kolloidchemischer Prozesse sich vollzieht“**). 

Die Embdenschen Versuche, die diesen Annahmen zugrunde 
liegen, sind im einzelnen bisher nicht publiziert worden. Wie Sich aus 
verschiedenen Angaben ergibt, sind die Gastrocnemien und Semi- 
membranosi, die sich in Sauerstoff oder Wasserstoff befanden, direkt 
faradisch (bei Rollenabstand 0 em), 5 bis 10 Sekunden gereizt worden, 
die Muskeln der einen Seite sofort, die anderen 10 bis 30 Sekunden 
spater in fliissiger Luft gefroren und auf Milchsiure verarbeitet. In 
der Mehrzahl der Versuche war der Milchsiuregehalt der spater ge- 
frorenen gréBer, nur in einem Falle kleiner, in den tibrigen gleich. 
In zwei veréffentlichten Tabellen ist bis zu 0,025 Proz. Milchsaure- 
nachbildung verzeichnet (bezogen auf das Muskelgewicht), wiahrend 
die im Tetanus gebildete Milchsdiure einschlieBlich eines Ruhewertes 
zwischen 0,01 und 0,02 Proz. 0,028 bis 0,078 Proz. betrug. Welches 
die Ursache der Schwankungen, sowohl fiir den Umfang der tetanischen 
Milchsaurebildung selbst, als auch fiir die Nachbildung derselben ist, 
wird nicht angegeben. 


1) Journ. of Physiol. 54, 84, 1920; 56, 367, 1922; s. auch Hill, Ergebn. 
d. Physiol. 22, 322, 1923. 

*) Nach einer privaten Mitteilung von Herrn A. V. Hill ergibt sich in 
neueren Versuchen von Hartree und Furusawa mit verbesserter Methodik 
die anaerobe Restitutionswarme noch betrachtlich kleiner als in den friiheren 
Arbeiten. S. auch Furusawa und Hartree, Pfliigers Archiv 211, 644, 1926. 

3) Deutsch. med. Wochenschr. 1925, S. 636. 
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Da uns das Resultat Hmbdens, wonach haufig, aber nicht immer. 
die Milchsaurebildung die Kontraktion betrachtlich tiberdaure, wy. 
wahrscheinlich erschien, und auf Grund der obigen Argumente jedenfa||. 
die Vorstellung vom Mechanismus der Muskelkontraktion aufer. 
ordentlich kompliziert haben wiirde, so sind wir schon im Herbst 1924 
in eine Nachpriifung der Ergebnisse eingetreten und haben unsere 
Resultate im Herbst 1925 bestatigt und erweitert?). 


Als Methode zur Abtétung der Muskeln haben wir nach dem Vorgang 
Embdens fast stets fliissige Luft benutzt. Allerdings verhindert ja auch 
hier das Leidenfrostsche Phinomen ein sofortiges Gefrieren der Muskeln, 
und vergleichende Versuche mit unterkiihlter Salzséure zeigten sogar, da\} 
beim Gefrieren in fliissiger Luft der Ruhewert ein klein wenig héher liegt, 
offenbar infolge der bei der Kalteeinwirkung erfolgenden Reizung. Anderer- 
seits sind aber bei gleichmaéBigem Vorgehen die durch das Gefrieren in 
fliissiger Luft erhaltenen Resultate unter sich am besten vergleichbar 
Wahrend wir im einzelnen die Versuche variierten, insbesondere die Reizart 
und -dauer, die Kontraktionsform, die Temperatur und die Restitutionszeit, 
wurden zur Hauptsache zwei Versuchsanordnungen benutzt. 

Gemeinsam war beiden, daB ausschlieBlich die Gastrocnemien grote: 
Eskulenten (frisch gefangener Herbstfrésche) verwandt wurden (meist drei 
Paar), die stets einige Zeit vor dem Versuch in Stickstoff aufbewahrt waren, 
aber sich wihrend des Versuchs selbst in Luft befanden. In einem Teil der 
Versuche, wo die Muskeln nur indirekt gereizt wurden und sich unbelastet 
kontrahierten, hingen sie an den Nervi ischiadici frei herunter, wahrend 
die Beckenknochen auf einer Unterlage befestigt waren. Im Moment des 
Reizendes wurden die Nerven der einen Seite durch Scherenschlag durch. 
schnitten, so daB die Muskeln in darunter befindliche Dewarbecher in 
fliissige Luft fielen. 10 bis 150 Sekunden spater geschah das gleiche mit 
den symmetrischen Muskeln. In dieser Anordnung war es nicht mdglich, 
die Muskeln direkt zu reizen, auch nicht, sie sich isometrisch kontrahieren 
zu lassen. SchlieBlich hing es von der Reaktionszeit der Experimentatoren 
ab, ob das Abschneiden der Nerven und die Unterbrechung des Stromes 
genau koinzidierten. Wahrend deshalb zunichst in einigen weiteren Ver- 
suchen die Muskeln an isometrischen Hebeln befestigt und direkt gereizt 
wurden — in diesem Falle wurden sie durch Anheben der Dewarbecher 
gefroren —, gingen wir dann zu einer Anordnung iiber, die die verschiedenen 
Variationen gestattete und gleichzeitig beim Eintauchen der Muskeln in 
die fliissige Luft den Strom selbsttaétig unterbrach. Dazu diente das bei- 
stehend abgebildete Gestell (s. Abb. 1). Es bestand aus einer Hartgummi- 
platte, bei der in der Mitte rechtwinklig nach unten eine zweite Hartgummi- 
platte befestigt war, die das Uberspritzen der fliissigen Luft nach der anderen 
Seite verhinderte. In der horizontalen Platte befanden sich jederseits drei 
Locher, in die Messingstabe zum Befestigen der Muskeln geschraubt wurden. 
Je nachdem, ob direkt oder indirekt gereizt werden sollte, wurde die aut 
der rechten oder linken Seite der Abbildung dargestellte Anordnung ver- 
wandt, — natiirlich fiir beide Seiten stets die gleiche. Die Messingstibe 
fiir direkte Reizung besaBen ein Zwischenstiick aus Hartgummi, der Reiz- 
strom durchsetzte die sechs hintereinander geschalteten Muskeln, von 


1) Kurze Mitteilung, Pfliigers Arch. 210, 790, 1925. 
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denen jeder 1 bis 1,5 g wog. Waren die unteren Klemmen, in denen die 
Achillessehne befestigt war, herabgezogen, so daB der Muskel eine gewisse 
Anfangsspannung besaB, so kontrahierte er sich isometrisch, oder, richtiger, 
auxotonisch, wenn wir mit Hill annehmen, da8B der Gastrocnemius sich 
iiberhaupt nicht streng isometrisch kontrahieren kann. War die Klemme 
hochgezogen, verkiirzte er sich ohne Belastung. Fiir indirekte Reizung 
wurden die Muskeln in derselben Weise befestigt, die Nervi ischiadici 
wurden iiber die auf der Hartgummiplatte befestigten Silberdraihte gebriickt. 
Die Gastrocnemien wurden stets mit dem Femur prapariert. Die iibrigen 
Unterschenkelmuskeln dienten zur Bestimmung des Milchsdéureanfangs- 


























Abb. 1. 


gehalts. Ein nicht seltenes Mi8geschick war, daB auf der Héhe des iso- 
metrischen Tetanus ein Knochen brach. Auf diese Weise gingen zunichst 
nicht wenige Versuche verloren. Denn wenn auch nur ein einziger Knochen 
gebrochen war und der Muskel infolgedessen abriB, war die Anordnung 
nicht mehr symmetrisch. Wir vermieden dies spater, indem wir die Anfangs- 
spannung der Muskeln klein machten. Die Ausschaltung des Reizstroms 
geschah durch einen am Fu8 des Dewarbechers angebrachten Messingstift, 
der beim Heben des DewargefiBes genau in der Héhe, die dem Eintauchen 
der Muskeln entsprach, einen Schliissel im Primarkreis éffnete. Durch die 
Einstellung der Héhe des Schliissels konnte der Moment der Stroméffnung 
variiert werden, so da8 er mit dem Beginn des Eintauchens oder auch mit 
dem vollen Untertauchen der Muskeln zusammenfiel. Doch machte dies 
praktisch keinen Unterschied. 


Zur Beurteilung der Versuchsresultate sei das Folgende voraus- 
geschickt: Die friiheren Erfahrungen des einen von uns hatten gezeigt, 
daB der Tatigkeitsstoffwechsel des isolierten Kaltbliitermuskels gegen 
Schidigungen aller Art iuBerst empfindlich ist. Um die Veranderung, 
die durch die Kontraktion hervorgerufen wird, reversibel zu gestalten, 
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durften die Muskeln niemals direkt gereizt werden, wie iibrigens se})o) 
Parnas") feststellte. Aber auch bei Reizung vom Nerven aus durfte 
die Ermiidung nicht mit zu starkem Strome geschehen oder zu lange 
fortgesetzt werden. SchlieBlich erwies sich die Restitutionsfahigkei: 
von dem Zustand der Frésche abhangig. Weitaus am besten erholten 
sich frisch gefangene Herbstfrésche*). Ungeachtet dieser Riicksichten 
ging aber dennoch ein Teil dieser Versuche dadurch verloren, da8 dic 
Oxydationssteigerung nicht mehr auf den Ruhewert zuriickkehrte 
die Veranderung also teilweise irreversibel war. Ja, auch in den best. 
verlaufenen Versuchen war es doch durch Vergleich des Milchsiure. 
schwunds mit den myothermischen Ergebnissen von Hill und Hartre; 
nicht unwahrscheinlich, daB jede stairkere Anhiufung von Milchsiiure 
eine gewisse Beeintrichtigung der Erholungsfahigkeit des Muskels 
hervorrief. Da nun der im Falle unvollstandiger Erholung regelmibiy 
beobachtete Mehrverbrauch an Sauerstoff darauf hindeutet, daB dic 
Milchsiurebildung tiber die Reizperiode hinaus gesteigert sein kann 
[was auch direkt festgestelit wurde*)], so haben wir unser Augenmerk 
hauptsichlich auf die Art der Reizung gelenkt und dadurch den 
Schliissel zu den Beobachtungen Embdens gefunden. 

Das Ergebnis der im folgenden mitgeteilten Versuche sei hier 
vorweggenommen. 

1. In samtlichen Versuchen, in denen die Muskeln wahrend 5 bis 
15 Sekunden indirekt gereizt wurden, stimmte innerhalb der Fehler. 
genauigkeit die am SchluB der Reizperiode vorhandene Milchsiur 
mit der 10 bis 150 Sekunden spater gefundenen genau tiberein. Dies 
gilt sowohl fiir 17 einwandfreie Versuche sowie noch eine Reihe weitere: 
die wir wegen UnregelmiBigkeiten, AbreiBen einzelner Muskeln usw 
nicht in die Tabelle aufgenommen haben. 


2. In samtlichen sieben Versuchen, in denen die Muskeln mit 
Induktionsstrémen von tibermaximaler Starke direkt gereizt wurden 
fand eine betrichtliche Nachbildung von Milchsaure statt, die 30 bis 
90 Proz. der wihrend des Tetanus entstandenen betrug. Gleichzeitig 
lieB sich eine Nachkontraktur der Muskeln beobachten. 


3. In fast allen Versuchen, in denen die Muskeln direkt mit Strdémen 
gereizt wurden, die ungefaihr einen eben maximalen Tetanus hervor- 
riefen, fiel die Milchsaiurebildung genau in die Reizperiode hinein (in 
fiinf einwandfreien Versuchen von 3 bis 12 Sekunden viermal ko- 
inzidenz, einmal eine betrachtliche Nachbildung). 


1) Zentralbl. f. Physiol. 30, 1, 1915. 

*) O. Meyerhoj, Pfliigers Arch. 182, 288, 1920, sowie nicht publizierte 
spatere Beobachtungen. 

%) Pfliigers Arch. 204, 327, 1924. 
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4. DaB die nach 2. mehrgebildete Milchsiure fiir den Arbeits- 
prozeB verloren ist, geht daraus hervor, daf die in einer Serie von iso- 
metrischen Einzelzuckungen erhaltene Spannungsleistung im Verhaltnis 
zur Milchsaure (der isometrische Koeffizient der Milchsiure K,,) bei 
ibnlicher Uberreizung erheblich verkleinert ist, woraus zu ersehen ist, 
daB ein gewisser Betrag der Milchsaure nicht zur Spannungsentwicklung 
gedient hat; auch hier ergab sich ein Parallelismus-dieser Extramilch- 
siure mit der Héhe der Nachkontrakturen am Anfang der Kontraktions- 
serie. Weitere Versuche, auf die weiter unten eingegangen wird, stiitzen 
dies Resultat. 


1. Versuche mit indirekter Reizung. 
9 


In den ersten zehn Versuchen der Tabelle VII wurde die erste An- 
rdnung benutzt, in den anderen, sowie in den spiter beschriebenen die zweite. 
Die Frésche der Versuche 1 bis 4 waren nicht vorgekiihlt und hatten in- 
folgedessen das hohe, oben beschriebene Ruheminimum der im Freien 
gehaltenen Herbstfrésche von 0,05 bis 0,08 Proz. Da die Versuchsgenauigkeit 
hierdurch zu gering wird, wurden von Versuch 5 an die Frésche 2 Tage im 
Risschrank gehalten, wodurch das Ruheminimum in der Regel auf 0,015 
bis 0,035 Proz. sinkt; allerdings kann gelegentlich wegen der hohen Erreg- 
barkeit durch Tétungskrampfe der Ruhegehalt wieder auf 0,05 Proz. 
oder auch etwas mehr steigen. Ferner wurden in den ersten Versuchen die 
Muskeln bis zum Versuchsanfang gekiihlt, so daB die Temperatur bei der 
Reizung unter Zimmertemperatur lag. Hierdurch wird die Kontraktions- 
dauer verlangert und gleichzeitig werden die Muskeln geschont. Anderer- 
seits ist aber die Milchsdéurebildung im Tetanus geringer wegen des ,,chemi- 
schen** Temperaturkoeffizienten, den der Energieumsatz im Tetanus 
besitzt. In diesem Falle betrug die Milchséurebildung nur etwa 0,012 Proz. 
in 10 Sekunden. Von Versuch 9 an wurden daher umgekehrt die Muskeln 
durch Einlegung in vorgewarmte ‘Ringerléung auf 20 bis 21° gebracht, 
in Versuch 14 auf 24°, wodurch die Milchséiurebildung im Tetanus steigt. 
Diese betrug dann bei isotonischer Kontraktion in 10 Sekunden 0,015 
bis 0,020 Proz., bei auxotonischer Kontraktion 0,020 bis 0,028 Proz. Wird 
wihrend des Tetanus der Reizstrom ganz kurz zwei- bis dreimal unter- 
brochen und dadurch die Ermiidung oder Blockierung der Nervenendplatte 
aufgehoben, so wird noch etwas mehr Milchséure bei 10 Sekunden langer 
Reizung gebildet. 0,030 Proz. ist jedoch die gréBte Menge, die der Muskel 
ohne Schadigung in einem Zeitraum von 12 Sekunden produzieren kann. 
Um die im Tetanus gebildete Milchséure festzustellen, wurden bei dem 
schwankenden Anfangsgehalt in den ersten Versuchen einige Stichproben 
des Ruheminimums gemacht, spaterhin aber stets die iibrig gebliebenen 
Unterschenkelmuskeln zur Bestimmung des Ruhewertes benutzt. Aller- 
dings liegt in diesen das Ruheminimum durchschnittlich 0,011 Proz. héher 
als im Gastrocnemius (vier Versuche mit 0,09, 0,011, 0,012, 0,013 Proz. 
Differenz). Bei sehr kleinem Ruhewert ist die Differenz wahrscheinlich 
etwas geringer. Zur Berechnung der im Tetanus gebildeten Milchséure 
muBte diese Differenz von dem bestimmten Ruhewert abgezogen werden, 
wodurch eine gewisse Unsicherheit in diese GréBe hineinkommt; doch ist 
die genaue Kenntnis derselben nicht nétig. In der Mehrzahl der Versuche 
wurden Doppelbestimmungen der Milchsiure gemacht; nur spaterhin 
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geschah dies zwecks Zeitersparnis nicht mehr. Die gemessene Milchsai ir. 
ist in den Tabellen in Milligrammen und auBerdem in Prozenten des Muske| 
gewichts angegeben. Ferner ist die Temperatur, die Kontraktionsfor, 
und -dauer und die Erholungszeit verzeichnet. Die Reizung geschah dure} 
zwei Akkumulatoren im Primiarkreis mit Rollenabstand 7 bis 5ecm, in 
einigen Fallen Ocm. Die Reizstaérke wurde absichtlich itibermaBig stark 
gewahlit, um einen etwaigen Einflu8 auf das Resultat festzustellen. A)|; 
Versuche fanden im Herbst 1924 und 1925 statt. Die Zahl der Gastrocnemien 
jeder Seite war in der Regel 3. Die Jodtitration fiir die Milchséurebestimm un, 
geschah in einer Bangschen Mikrobiirette fiir 10 ccm, die Oxydation de: 
Milchséure mit n/1000 KMnO,; im iibrigen wurde wie oben angegehe 
verfahren. 


Tabelle VII. 


Milchséuregehalt nach indirekter tetanischer Reizung sofort 
und nach ,,anaerober Restitution. 


A. Versuchsdaten. 











Milchsaure Milchsaure 
enarene . Reiz» Kontraktionss Kuhes ~———— yes 
N gewicht Tems 4 d am nach am nach 
Nr. jeder perater auer art un pause Keize Ruhes Reiz« Rube 
Seit Anordnung ende pause ende pause 
” Sek. Sek. mg mg Proz. Proz 


1 445 Gekiihlt 5 IsotonischI 10 2,78 286 0,062 0,06! 
2.93 2,70 0,066 0,064 


2 3,35 . 10 - 25 217 217 0,065 0,065 
234 240 0,070 0,0715 
3 207 , 10 i 12 182 1,81 0.088 0.087 


188 183 0,091 0.088 








4 3,12 = 10 . 10 338 3,20 0,108 0,103 

3,38 3,18 0,108 0,102 

5) 4,02 15 ; 150 1,72) 1.58 0,043 00,0395 

182 1,50 0,045 0,037 

6 3,05 : 15 - 10 «206 202 0,0675 9,066 

A nna 1,94 1,90 0,064 0,062 

7 3,32 10 > 60 249 242 0,075 0,073 

249 237 0,075 0,072 

8 4,22 12 . 150 §=1,35 «1,70 0,032 0,040 

: 152 181 0,036 0,043 

9 250 21° 10 . 10 «1,00 0,95 0,040 0,038 

1,08 1,03 0,043 0,042 

10 2,42 Zimmer: 15 = 40 0,69 0,77 0,0285 0,032 
pee 0,68 0,745 0,028 0,031 

ll 3,80 20° 10 Isotonisch 20 1,31 1,36 0,034 0,036 
Il 1,33 135 0,035 0,036 

12. 4,36 20 5 Isometrisch 20 «#86239 2,36 0,055 0,051 
Il 2,08 223 0,048 0,054 

13 3,78 20 10 Isotonisch 30 «2,03 1,63 0,054 0,041 
II 1,97 1,56 | 0,052 0,043 

14 33,62 24 5 Isometrisch 30 1,59 1,61 0,044 0,045 
in 156 1,69 0,043 0,047 

15 = 3,06 21 12 =‘ Isotonisch 30 =—-11,20) 1,20) 0,039 0,039 
II 116 1,09 0,038 0,036 

16 4,07 21 12 \Isometrisch 30 2,84 2,76 0,070 0,068 
7 1,83 21 3 ij Il 30 117 1,16 0,064 0,064 
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B. Berechnung der Milchsaure. 





Mile rezu me Anderung des 
ne. Ruhegehbalt Tetanusendgehalt “+. ——y i ~- yy 
Proz. Proz. Proz. Proz. 
l - 0,064 etwa 0,010 — 0,0015 
? | , Nicht 0,0675 . 0012 + 0,0008 
3 estement 0.0895 0.012 - 0,0025 
+ | (iiber 0,05) 0.108 " 0.012 —.0,0055 
5 os 0,044 . 0,016 — 0,0058 
6 | Frésche 0.0658 . 0016 — 0,0018 
7 gekiihlt 0.075 . 0014 — 0,0025 
8 (etwa 0,03) 0.034 . 0015 +. 0,0075 
Q 0.0415 . 0,020 — 00,0015 
10 0,013 00282 0,015 +- 0,0033 
ll 0,018 0.0345 0017 + 0,0015 
12 0,035 0,0515 0,017 + 0,001 
13 0,024 0,052 0,028 —0011 
14 0,018 0,0435 0,0255 + 0,0025 
15 0,020 0.0385 0.0185 — 0,001 
16 0,042 0,070 0,028 — 0,002 
17 0,035 0,064 0,029 0,000 


v 


Durchschnitt (= } —oloolo 


Die in der Tabelle VII angefiithrten Messungen sind hinsichtlich 
der Milchsaurebestimmungen von gleicher Genauigkeit, dagegen von 
verschiedener hinsichtlich der im Tetanus zugebildeten Milchsaiure 
wegen des hohen Ruheminimums der ersten Versuche und der gering- 
fiigigen tetanischen Milchsiurebildung bei diesen. In den letzten 
Versuchen dagegen wurde eine méglichst groBe Milchsiurebildung im 
Tetanus angestrebt. Gleichwohl erscheint es richtig, die Fehler- 
abweichung einheitlich fiir die ganze Serie zu berechnen. Es ergibt 
sich der mittlere Fehler m = J = - zu — 0.0011, etwa 6 Proz. 

n(n — 
der durchschnittlich im Tetanus zugebildeten Milchsiure und 2 bis 
3 Proz. der gesamt vorhandenen. Die tatsachlich gefundene durch- 
schnittliche Verringerung des Milchsiuregehalts um 60,0010 Proz. fallt 
ganz in die Fehlergrenzen hinein. 


2. Versuche mit iiberstarker direkter Reizung. 


Bei iiberstarker direkter Reizung tritt in jedem Falle eine be- 
trichtliche Nachbildung von Milchsiure auf, die in sieben Versuchen 
bei Rollenabstanden zwischen 8 und 0cm und 4 Volt im Primarkreis 
bei 9 bis 16 Sekunden langer Reizung zwischen 0,015 und 0,03 Proz. 
betrug und 30 bis 90 Proz. der im Tetanus gebildeten Milchsaure aus- 
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machte. In Versuch 25 der folgenden Tabelle VIII wurde nur 3 Sekundcy 
gereizt, die Nachbildung war entsprechend geringer. In allen Versuchey 
wurde die Anordnung II verwandt. In Versuch 24 wurde festzustel!>) 
versucht, ob die Nachbildung von Milchséiure nach 30 Sekunden ab. 
geschlossen war. Wir stellten daher von demselben Frosche ein Semi. 
membranosus-Doppelpraparat und zwei Gastrocnemienpraparate her 
Unmittelbar nach der Reizung wurden die Semimembranosi gefrore), 
30 Sekunden spiter der eine Gastrocnemius und 1 Minute darauf der 
zweite. Die Nachbildung der Milchsaure, die in ihrem absoluten Betrage 
wegen etwaiger ungleicher Milchsiurebildung in den _ verschieden. 
artigen Muskeln hier nicht genau zu bestimmen ist, war jedenfal|s 
nach 30 Sekunden nahezu, aber vielleicht noch nicht ganz abgeschlosse, 
Ein ahnlicher Versuch befindet sich auch in einer Tabelle Embdens 
wo nach 10 Sekunden die Nachbildung noch bei weitem nicht ab. 
geschlossen war. 

Bei den stark gereizten Muskeln zeigt sich eine bedeutende Nac}. 
kontraktur nach dem Aufhéren der Reizung. Diese hiangt, wie dic 
weiter unten beschriebenen Tatsachen zeigen, offenbar ursachlich mit 
der Nachbildung der Milchsiure zusammen. 


Tabelle VIII. 


Milchsauregehalt nach iiberstarker, direkter, tetanischer Reizung sofort 
und nach Ruhepause. 


A. Versuchsdaten. 





a Milchsaure Milchsaure 
Gastro- Teme Rube. |-—— ras Tt 
_ | Reizdauer Kontraktions- am nach am nach 
Nr. gewicht  peratur ext pause Reiz» Ruhes | Reize Ruhe 
— ende pause  ende paus 
— oC Sek. Sek. me mg | Proz. | Proz 
18 347 20 12 Isometrisch 30 170 249 0049 0.072 
(3 mal unter: 
’ brochen) 
19 =. 33.70 20 13 “ 30 227 «63,12 0,061 0,084 
(3 mal unter: 
brochen) 
20 3.43 20 10 -: 30 3,17 3.67 0,092 0,107 
(3 mal unter. 
brochen) 
21 2.04 20 12 - 30 1,12 1.77 0,055 0,085 
(2 mal unter- 
brochen) 
22 2.57 20 16 4 40 277 3.20 O07 0,124 
(3 mal unter- 
brochen) 
23 2.04 20 9 z 30 1,73 2.04 0,085 0,100 
(9 mal unter: 
brochen) a 
% 213 20 10 . 30 (1,74*) 1,38 0,043 0,065 
2,13 90 1,43 0,067 
25 382 20 3 P 30 151 178 0,0395 0.0405 


*) Mit Semimembranosi von 4,05 g Gewicht. 
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B. Berechnung der Milchséure. 





Anderung des 


se Ruhegehalt Tetanusendgehalt -— -—e Gehalts nach der 
Ruhepause (-/) 
Proz. Proz. Proz. Proz. 

Is 0.017 0,049 0,032 + 0,023 
19 0.016 0.061 0.045 + 0,023 
20 0,018 0,092 0,074 + 0,015 
21 0.021 0.055 0,034 + 0,030 
22 0,049 0,107 0,058 + O.O17 
23 0,027 0,085 0,058 + 0,015 
» 

th | etwa 0,015 0,043 0,028 t Sone 
25 0,024 0.0395 0,0155 + 0,007 


Sd 
Durehschnitt | m ) + 0,020 


3. Versuche mit schwdcherer direkter Reizung. 


Dal bei geniigend abgeschwichter direkter Reizung in der Regel 
keine Milchsiure nachgebildet wird, lehren die folgenden Versuche 
der Tabelle LX. In der Tat wurde von fiinf einwandfreien Versuchen 
nur in einem Falle (Versuch 29) eine solche Nachbildung beobachtet, 
die obendrein so groB war (0,04 Proz.), dab dieses alleinstehende Resultat 
wohl sicher auf Fehler (Differenz des Ruhegehalts, ungleichmaBige 
Reizung oder aihnliches) zuriickzufiihren ist. Trotzdem aber halten 
wir es fiir wahrscheinlich, daB auch bei solcher scheinbar nicht iiber- 
miBigen Reizung sich gelegentlich eine mehr oder weniger groBe Nach- 
bildung an Milchsiure ergibt, vor allem deshalb, weil die Intensitiit 
des Reizstromes und erst recht die Stromdichte bei direkter Reizung 
von Gastrocnemien mit faradischen Induktionsstrémen véllig un- 
definiert ist, auch bei konstantem Rollenabstand und einer gleichen 
Zahl in den Sekundirkreis geschalteter Muskeln. Die mittlere Strom- 
stirke im Primirkreis schwankt bereits mit konstanter Stromquelle 
bei kleinen Verstellungen im Kontakt des Neefschen Hammers im 
Verhaltnis 1:2; der Widerstand der mit den Knochen befestigten 
Muskeln, bei denen der Strom den durchfeuchteten Knochen durchsetzt, 
hingt von der Befestigungsart und der Linge des Knochenstiicks 
wesentlich ab (z. B. stieg der Widerstand eines 30 mm langen Gastro- 
cnemius von 9600 auf 13000 Ohm, wenn der Muskel mit einem 1,5 cm 
langen Knochenstiick eingeklemmt wurde). SchlieBlich nimmt, wie 
die Graduierung unseres Induktoriums ergab, die Intensitét des 
Sekundirstroms bei Rollenabstanden in der Nahe der Spulenlinge 
pro 1.3m Verschiebung auf etwa den doppelten Betrag zu. Bedenkt 
man ferner die wechselnde Dicke der Muskeln, so ist es einleuchtend, 
daB schon, ganz abgesehen von der verschiedenen Erregbarkeit, bei 
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scheinbar genau gleichem Aufbau der Anordnung, die Reizstarke, «ic 
fiir einen oder mehrere Muskeln nur eben maximal ist, bei andere 


schon das Vielfache hiervon betragen kann. Gelegentliche Uberreizung 


laBt sich daher bei direkter Tetanisierung mit Induktionsstrémen jin 


der von uns angewandten Art iiberhaupt nicht vermeiden. 

Von den Versuchen der Tabelle IX wurden die beiden ersten am 
Spannungshebel mit Einschaltung von Widerstandsdraht gemacht. 
bei den folgenden wurde noch ein besonderer Muskel zur Spannungs. 
messung in den Kreis geschaltet und bei Rollenabstaénden von etwa 
7 em und einem Akkumulator im Primarkreis gereizt. In Versuch 30 
wurde mit zwei Akkumulatoren und 7cm Rollenabstand, aber nur 
3 Sekunden bei 15° gereizt. Dieser Versuch hatte daher auch in dic 
Tabelle VIII aufgenommen werden kénnen, da die Reizstirke etwa 
zwischen der in den Tabellen VIII und IX verwandten lag. 


Tabelle 1X. 
> 
Milchsiuregehalt nach schwacherer, direkter, tetanischer Reizung 
sofort und nach Ruhepause. 


A. Versuchsdaten. 








G Milchsaure Milchsaure 
sastro- Rates Ruhe- Ps ‘ 
_ (a | eize  Kontraktions- am nach am nach 
Nr. gewicht Temperatur dauer - pause Reize Ruhes Reiz» Ruhe 
—_ . ende pause ende pause 
—_ Sek. Sek. mg mg Proz. Proz 
26 3,17 | - 10 Isometrisch 10 160 1,61 0,050 0,051 
——— I 174 1,62 0,055 0,052 
Sf) :- Qe jr 10 Isometrisch 15 098 1,04 0,045 0,048 
I 100 1,00 0,046 0,046 
28 2,72 20° 18 Isometr. II 30 185 197 0,068 0,0725 
29 2,60 20 ll :s IT 30 117 2.22 0,045 0,085 
30 3,63 15 3 ie II 30 198 196 0,055 0,054 
B. Berechnung der Milchsaure. 
. : Anderung des 
- Milchsaurezunahme . s 
Nr Ruhegehalt letanusendgehalt io iheoee ( ined — : = 
Proz. Proz. Proz. Proz. 
26 0,0235 0,0525 0,029 — 0,001 
27 (etwa 0,018) 0,0455 etwa 0,029 + 0,0015 
28 0,046 0,068 0,022 + 0,0045 
29 0,022 0,045 0,023 + 0,040 
30 0,030 0,055 0,025 — 0,001 


Wenn die Ansicht Embdens zutrife, daB unter normalen physiv- 
logischen Verhiltnissen zu Beginn der Muskelkontraktion nur an- 
organische Phosphorsaure auftrate ohne eine entsprechende Milchsaure- 
bildung, diese aber erst waihrend der Fortdauer des Tetanus und nach 
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seinem Ende), miiBte offenbar unmittelbar am Ende eines sehr kurzen 
Tetanus tiberhaupt keine Milchsiure entstanden sein, dafiir aber relativ 
um so mehr nachfolgen, und ferner bei Vergleich zweier aufeinander 
folgender Perioden des Tetanus in der zweiten mehr Milchséure ent- 
stehen als in der ersten. Nun lehren schon die Versuche 25 und 30 
mit nur 3 Sekunden langem Tetanus, daB die Milchsiurebildung hier, 
auf die Zeiteinheit berechnet, im Tetanus gréfer ist als bei langerer 
‘eizung, und die Nachbildung derselben relativ nicht gréBer, sondern 
kleiner. Gefriert man ferner bei indirekter oder schwiacherer direkter 
Reizung die symmetrischen Gastrocnemien wahrend eines fortdauernden 
Tetanus in zwei Zeitpunkten, z. B. nach 4 und 8 oder nach 10 und 
40 Sekunden, so wird in der Zeiteinheit in der zweiten Periode stets 
sehr viel weniger Milchsiure gebildet als in der vorhergehenden, ent- 
sprechend dem Abfall der Kontraktionshéhe. Bei indirekter Reizung, 
wo durch die Blockierung der Nervenendplatte die Spannung noch 
stirker absinkt, ist der Unterschied besonders groB. So entstanden 
z. B. bei 21°, isometrischer Kontraktion und indirekter Reizung von 
iibermaximaler Starke in einem 4 Sekunden langen Tetanus 0,027 Proz. 
Milehsaure, in den symmetrischen Muskeln in 8 Sekunden 0,033 Proz., 
iso in den zweiten 4 Sekunden nur 0,006 Proz. mehr. Bei mabig 
starker, direkter Reizung wurden in 10 Sekunden 0,033 Proz.,' in den 
folgenden 30 Sekunden noch 0,031 Proz. Milchsiure gebildet. Mit 
der fiir die chemische Methode iiberhaupt erreichbaren Genauigkeit ergibt 
sich somit keinerlei Zuriickbleiben der Milchstiurebildung hinter der 
Spannungsentwicklung und unter physiologischen Bedingungen eine 
vollstdndige Koinzidenz?). 


4. Vergleich von Spannung und Milchsdurebildung. 
q I { { 


Die Annahme, daB eg sich bei der Nachbildung der Milchsaure 
nicht um einen physiologisch mit der Arbeitsleistung des Muskéls 
verkniipften Vorgang handelt, sondern um den Ausdruck einer Uber- 
reizung, 14Bt sich durch Vergleich von Milchsdurebildung und _ iso- 
metrischer Spannungsleistung erhirten. Die nachgebildete Extra- 
milehsiure mu natiirlich fiir die Arbeitsleistung verloren sein; dies 


1) Klin. Wochenschr. 1924, S. 1394. 

*) Diese physiologischen Bedingungen werden am ehesten durch 
indirekte Reizung gewahrt. Trotzdem schiitzt auch diese bei beliebiger 
Dauer des Tetanus und beliebiger Reizstarke nicht stets vor dem Aul- 
treten der Milchséurenachbildung. Einige orientierende Versuche mit 
30 Sekunden langer, mehrfach unterbrochener Tetanisierung mit starken 
Strémen (RA: 0 cm bei 4 Volt im Primiarkreis) gaben in diese Richtung 
weisende Resultate; auch kommt es hierbei zu &hnlichen Nachkontrakturen 
wie bei kiirzerer direkter Reizung. 
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kann man durch Bestimmung des isometrischen Koeffizienten «er 


g Spannung =x cm Muskellinge 


Milchsaiure, K,, = ( ) beweisen. Die 


mg Milchsaure 
Zeitspannungsflichen bei tetanischer Reizung auszuwerten, erschien 
nicht méglich, weil die Flichen wegen des Spannungsabfalls zu unrege!. 
maBig begrenzt sind. Deshalb bestimmten wir in einer gréBerey 
Versuchsreihe den isometrischen Koeffizienten bei Einzelzuckungen 
hervorgerufen durch Offnungsinduktionsschlige. Die Muskeln wurde 
in Stickstoffatmosphire direkt gereizt. Der eine Muskel wurde wi 
friiher mit Rollenabstanden ermiidet, die eben maximale Zuckunge 
gaben, und zwar so lange, bis die Spannungshiibe deutlich abzusinken 
begannen. Es entspricht dies etwa der Halfte der totalen anaerobey 
Ermiidung. Der symmetrische Muskel wurde etwa mit der gleichen 
Zahl von Reizen, die aber iiberstark waren, ermiidet. Die Schadiguny 
der Muskeln trat in der Mehrzahl der Fille in der Zuckungsserie dure), 
ein schnelleres Absinken der Spannungshéhe in Erscheinung, die nu 
einen Bruchteil der anfanglichen Spannungsleistung betrug, wenn be: 
den schwicher gereizten Muskeln noch keine Verringerung de: 
SpannungsgréBe eingetreten war. Der Reizmoment wurde durch dic 
Bowditchuhr alle 2 Sekunden angegeben; hierdurch wurde ein Queck. 
silberrelais mit Stickstoffiillung betatigt, dessen Offnung den Induktions. 
schlag, der zur Reizung diente, hervorrief, wihrend der SchlieBungs- 
schlag durch einen Abblender weggefangen wurde. Da durch den 
Widerstand der Magnetspulen des Abblenders die Starke des Stromes 
im Primarkreis verringert wurde, verwandten wir hier drei statt zwei 
Akkumulatoren, um dieselbe Stromstirke wie bei der Uberreizuny 
nach (2) zu erhalten. Trotzdem ist zweifellos die Stromintensitat in 
Sekundarkreis eine erheblich héhere, weil sich nur ein Gastrocnemiu- 
statt sechs in ihm befinden. Da andererseits die Muskeln gegen In. 
duktionsschlige weniger empfindlich sind als gegen tetanische Reiziny 
und ein quantitativer Vergleich mit den obigen Versuchen sowies» 
nicht méglich war, erschien diese Anordnung geboten. 

In der Tabelle X sind die Resultate von sieben gleichartig an 
geordneten Versuchen wiedergegeben. In allen Fallen mit einer Aus- 
nahme war der isometrische Koeffizient bei den stark gereizten Muske!:: 
betrichtlich kleiner, und die hieraus berechnete Extramilchsaure erga!) 
sich zu 32 bis 129 Proz. der bei normaler Reizung fiir die gleiche 
Spannungsleistung gebildeten. ‘Der eine Ausnahmefall war schon bein 
Versuch selbst als solcher erkannt; der schwicher gereizte Muske! 
entwickelte hier bei der Einzelzuckung nur halb so viel Spannung wi 
der iibermaximal gereizte und wurde bis zur totalen Erschépfung 
ermiidet, statt, wie sonst, bis zur halben. Die Werte sind deshal! 
eingeklammert. Die Versuchstemperatur betrug stets 20°. Man sieht, 
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Tabelle X. 


sometrischer Koeffizient bei normal und iiberstark gereizten Gastrocnemien. 





Milchsaure 
Muskel- Muskel- . — . Gesamt- 
— : Ans " " durch Hub» . 
Nr ent lange Reizung i tendon fueden oe rahi |SPannung Ky 
g mm | Proz. mg | Proz. mg kg 
| 145 25 Uberstark 0,023 401 0.276 365 272 158 108 
260 
25 Normal 3.03 0.209 267 193 153 143 
203 
2 127 25 UWherstark 0,023 3.27 0,257 2.98 270 128.7 104 
352 
23 Normal 284 0224 255 175 15605 147 
289 
3 161 32 £Uberstark 0.017 4,19 0260 394 324 1112 9 
(Normal 412 0256 387 410 1098 91) 
4 168 33 £Uberstark 0014 3,63 0216 342 257 959 98 
Normal 3.49 0.206 3.28 211 1340 135 
5 150 34 £Uberstark 0,045 291 0.194 224 206 563 8} 
Normal 3.39 0.226 272 217 105 131 
6 176 35 Uberstark 0,026 3,57 0,203 3,11 250 890 100 
Normal 3.64 0.207 3.18 242° 138 152 
7 #158 33 | Uberstark 0,032 321 0203 2.71 213 459 5 
Normal 3.81 0,241 3.31 213 1293 128 


/ 
daB die bei der Ermiidungsserie gebildete Milchsaure stets um 0,2 Proz. 
betrug, also der Halfte der Ermiidungsmaxima der Herbstfrésche ent- 
sprach. Der Milchsiuregehalt der normal gereizten und tiberreizten 
Muskeln stimmte annahernd iiberein; der Unterschied des K,, riihrt zur 
Hauptsache von der Verschiedenheit der Spannungsleistung her. Als 
Ruhelange des Muskels haben wir wie friiher die schlaffe Lange vom 
Ansatz der Achillessehne bis zur Kniekehle benutzt, etwa 5 Proz. 
weniger als die Lange des Muskels in situ. Aus Vergleich der Werte 
des Spannungslingendiagramms des Gastrocnemius und der parallel- 
faserigen Oberschenkelmuskeln nach Meyerhof und der Messungen von 
Mashimo') fiir parallelfaserige Biindel des Gastrocnemius berechnet 
Hill?), daB die Faserlinge des Gastrocnemius nurzu 63 Proz. der Ruhe- 
lange des Muskels angesetzt werden soll. Tut man dies, so muB der 
0,95 
Man erhalt dann statt des mittleren A,, = 140 fiir normal gereizte 
Gastrocnemien der ersten Ermiidungshilfte ein X,, korrigiert gleich 93. 
Da K,, fiir den Sartorius nach Matsuoka 105 ist*), ein Wert, den wir 


von uns gefundene Wert fiir X,, mit = 0,66 multipliziert werden. 


1) Journ. of Physiol. 49, 37, 1924/25. 
2) Proc. Roy. Soc. B. 98, 506, 1925. 
8) Pfliigers Arch. f. Physiol. 202, 573, 1924. 








ee 


158 O. Meyerhof u. K. Lohmann: 


in neueren Versuchen wieder erhalten haben, ist vielleicht der Hill sc ie 
Faktor etwas zu klein. Aber jedenfalls stimmt der korrigierte K,,-Wert 
fiir Gastrocnemien und Sartorien annahernd iiberein. (In friiheren 
Versuchen war K,, fiir den halb ermiideten Gastrocnemius zu 125 ge. 
funden statt 140, der altere Wert ist wahrscheinlich wegen eines 2) 
klein angesetzten Ruhegehalts an Milchsaure, der nicht extra bestimm: 
wurde, zu klein.) 


In den Versuchen 1 und 2 der Tabelle X wurden je zwei Gastro. 
cnemien verwandt, sonst je einer. Der Milchsiureanfangsgehalt wurde 
stets an den iibrigen Unterschenkelmuskeln bestimmt. 


Auch in diesen Versuchen fiel ein Parallelismus zwischen der 
Verkleinerung des isometrischen Koeffizienten und der GréBe der 
Kontrakturen auf, die in den ersten Zuckungen der Ermiidungsseric 
als Folge der iiberstarken Reizung auftreten. MiBt man diese annahernd 
durch die Erhéhung der Anfangsspannung des Muskels in Gefolge 
der Kontraktion in Intervallen von 2 Sekunden zwischen den Reizen, 
so betrug z. B. die maximale Kontrakturspannung in den Versuchen 4 
bis 7:46, 39, 54 und 230g und bei Zusammenzihlen der gesamten 
Kontrakturspannungen entsprechend 500, 486, 700, 1830g Gesamt-. 
spannung. Andererseits berechnet sich die Verkleinerung des Koeffi- 
zienten bzw. die Extramilchsiure in Prozenten der fiir die Arbeits. 
, * 
2, 

Kn 
(K* isometrischer Koeffizient bei Uberreizung) in den Versuchen 
1, 2, 4 bis 7 zu 32, 51, 45, 54, 52 und 129 Proz. Die besonders 
groBe Kontraktur im letzten Falle fillt also mit der stirksten Extra- 
milchsaurebildung zusammen. 


leistung verwandten Milchsiure nach der Formel: 


Wenn hier ein Zusammenhang besteht, muB8B offenbar die Ver- 
kleinerung des K,, noch deutlicher werden, wenn der Versuch friihe: 
abgebrochen wird, da die Nachkontrakturen nach etwa 20 Zuckungen 
verschwinden. Dies ist nun ausgesprochen der Fall. Die Zuckungsreihe 
wurde hierfiir statt nach 200 bis 300 Kontraktionen schon nach etwa 
50 Kontraktionen .abgehrochen. Der X,,-Wert fiir normale Reizung 
wird dann ailerdings recht ungenau, weil die Korrektur fiir den hohen 
Anfangsgehalt der Milchsiure nicht genau und die Zubildung hier 
geringfiigig ist; doch ergibt sich der Wert in der richtigen Grében- 
ordnung zu 123 und 165 in zwei Versuchen fiir Muskeln ganz verschiedener 
Lange und verschiedenen Gewichts, der K>-Wert fiir iiberreizte Muskeln 
dagegen zu 38 und 31, die Extramilchsaiure danach zu 230 und 410 Proz 
der zur Arbeitsleistung benutzten. Auch hier wieder entsprachen sich 
Kontrakturhéhe und Extramilchsaure, denn die maximale Kontraktur- 
spannung betrug in den beiden Versuchen 64 und 313 g, die Gesamt- 
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spannung der Kontrakturen 980 bzw. 2260g. Diese beiden Versuche 
sind in der Tabelle XI verzeichnet. 





ert 
ren 
ve. ‘abelle Pg A 
Zu Vergleich der isometrischen Koeffizienten fiir den Anfangsteil 
mt der Ermiidungsserie. 
Milchsaure 
-, N io M ’ , . 
ry PPS eit tnge | Reine ie |alSeg Rea“ pees Se 
rde genalt funden tekien gebildet zah 
g mm Proz. mg Proz. mg kg 
der 8 204 36  Uberstark 0,066 288 0141 153 49 160 388 
der Normal 2,12 0,104 0,775 53 265 123 
* 9 107 25 Uberstark 0,042 151 0,141 1,06 50 13,22 31 
” Normal! 0.93 0083 044 73 290 165 
nid 
lge 


Auberdem ist das Myogramm von Versuch 8 in Abb. 2 abgebildet ; 
hier sind die im Text erwihnten Einzelheiten, die Erniedrigung der 
Fu8punktlinie durch die Kontraktur, sowie der raschere Abfall der 
Spannung bei der Uberreizung ersichtlich. 





bb. 2. Obere Kurve: Nr. 107. Uberreizung. 1,53 mg Milchsiurebildung. 16,0 kg Spannung. (ntere 
Kurve: Nr. 108. Normale Reizung 0,775 mg Milchsaurebildung; 26,5 kg Spannung. Die beiden oberen 
Horizontalen en der § g 0, die der gewahlten Anfangsspannung; der Abstand 
der FuBpunkte der Rave 107 von dieser zweiten Horizontalen ane der Kontrakturspennung. 








Die nachgebildete Milchsiure wiirde also die Kontraktur bei 
exzessiver Reizung hervorrufen, wobei aber die Spannungsproduktion 


er 
. pro Einheit Milchsiure kleiner ist als beim Tetanus. 

er Danach hat die durch die Embdenschen Befunde aufgeworfene 
In Frage eine sehr einfache Lésung gefunden: Das oben erérterte Dilemma, 
z wie die nach der Kontraktion erfolgende Milchsaurebildung fiir die 
‘h Arbeitsleistung ausgenutzt werden kénnte, wo doch die Milchsaure- 
r- entfernung als Restitutionsvorgang aufzufassen ist, erledigt sich damit, 


- da8 diese nachgebildete Milchsaure fiir die Arbeitsleistung verloren ist. 
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5. Vergleich mit den kalorimetrischen und myothermischen Messunge 


Die energetische Deutung der Vorginge der Muskelkontraktioy 
basiert auf der Koordination zahlreicher, mit verschiedenen Methodey 
gewonnener Daten aus den einzelnen Phasen des Arbeitszyklus. Dem. 
entsprechend wird man eine scheinbar dazu im Widerspruch stehende 
isolierte Beobachtungsreihe, fiir die eine soleche Koordination gar nicht 
versucht wird, von vornherein mit MiBtrauen betrachten diirfen. Di 
Annahme Embdens, daB seine Beobachtung mit der anaeroben ver. 
zogerten Wirmebildung von Hartree und Hill zusammenhinge, findet 
jedenfalls in den bisher publizierten Versuchen der englischen Forscher 
keine Stiitze; denn diese Wirme kam bei ihnen erst nach Ablauf von 
30 Sekunden bis 1 Minute vom Ende der Kontraktion an zum Vorschein 
Bei der Nachbildung von Milchsiure muB aber eine anaerobe Extrawarny 
in der ersten Minute nach der Reizung auftreten, die unter normale: 
Umstinden nicht beobachtet wird. Die Herren Hartree und Furusawa 
Cambridge, haben auf unsere Bitte hin dies untersucht und voll be- 
statigt: Nach einem Tetanus von */,) Sekunde, der mit tibermaxima! 
starken Induktionsstrémen erzeugt wird, tritt im Sartorius in dem 
sonst wiirmefreien Intervall unmittelbar im AnschluB an die Kon- 
traktion eine erhebliche Extrawiirme auf, die in ihren Versuchen 
zwischen 34 und 80 Proz. der initialen Warme betrug und zum gréBten 
Teil in die erste Minute nach der Reizung fiel, von hier langsam im 
Laufe von 10 Minuten abklang'). Durch diese Bestitigung unsere: 
Befunde wird von neuem gezeigt, daB die erst nach langerer Reizung 
analysierbaren Stoffwechselvorginge sich in entsprechenden Zeit. 
abschnitten auch bei kurzer Reizung mit myothermischen Methode: 
nachweisen lassen, und da beide Wege zu dem gleichen Ziele fiihren 
Obendrein ist dies letztere Verfahren gerade fiir das hier behande!t: 
Problem erheblich genauer. Denn, wenn jede Schidigung und Uber. 
reizung des Muskels vermieden werden soll, ist, wie oben gezeigt, «ir 
in wenigen Sekunden gebildete Milchsiure so gering, daB sie verhiltnis- 
maBig ungenau zu bestimmen ist und es einer langen Versuchsseri 
bedarf, um zu einwandfreien Resultaten zu gelangen. 


1) Siehe Pfliigers Arch. 211, 644, 1926. Durch den gestreckteren 
Verlauf dieser Extrawirme im Sartorius gegeniiber dem Gastrocnemius, 
der mit der Verschiedenheit der Muskeln, vielleicht auch mit der kiirzeren 
Reizdauer in den Versuchen von Furusawa und Hartree zusammenhanger 
diirfte, erhalt diese Uberreizungswirme eine gewisse Ahnlichkeit mit <e 
friiher zu groB gefundenen anaeroben Restitutionswirme von Hartre: 
und Hill. Danach halten die Cambridger Forscher es fiir méglich, da ihre 
ailteren Resultate teilweise auch auf Uberreizung der in Kontakt mit der 
Elektroden liegenden Fasern beruhen kénnten. Insofern wiirde also in cer 
Tat ein Zusammenhang mit den Embdenschen Beobachtungen bestehen. 
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iv. Ober die Anderung der Cy bei der Spaltung des Hexosephosphats. 


Von diesen Ergebnissen ist die Frage unabhingig, ob im Moment 
der Kontraktion neben Milchsiure anorganische Phosphorsiure im 
mehrfachen Betrage auftritt. Hieriiber selbst haben wir nur wenige 
Versuche angestellt, in denen allerdings die Vermehrung des anorga- 
nischen Phosphats in den im Moment der Kontraktion getéteten 
Muskeln von der gleichen GréSenordnung war wie die gleichzeitig 
gebildete Milchséure. Jedoch darf man nach den von Embden und 
Lawaczek') mitgeteilten Resultaten annehmen, daB haufig die Ab- 
spaltung der Phosphorsiure die Milchsdurebildung ibertrifft®), und 
kann dafiir eine intermediire Spaltung des Hexosephosphats, des 
Embdenschen Lactacidogens, in anorganisches Phosphat und eine 
labile Hexose heranziehen, wie dieses von Embden selbst geschieht*) 
und es auch uns aus verschiedenen Griinden wahrscheinlich er- 
scheint‘). Diese Veresterung und nachherige Hydrolyse, die nach den 
interessanten neuen Befunden von Embden durch verschiedene 
anorganische Ionen stark beeinfluBt wird, diirfte durch die Bil- 
dung solchen labilen Zuckers fiir den Kohlehydratumsatz des tiatigen 
Muskels von groBer Bedeutung sein. Dagegen ist der SchluB des Autors, 
daB die Abspaltung des Phosphats in héherem MaBe als die Bildung 
der Milchsiure die Wasserstoffionenkonzentration bei der 'Muskel- 
kontraktion nach der sauren Seite verschieben miiBte, wie schon kurz 
hervorgehoben, entschieden irrtiimlich5). Der Irrtums Embdens und 
seiner Schule scheint aus der miBverstandlichen Ausdrucksweise, der 
Abspaltung ,,freier Phosphorsiure“, herzuriihren, die, wie die Autoren 
ifters hervorheben, ja ,,eine viel stairkere Siure wire als Milchsiure“. 
Nun ist aber nur die erste Dissoziationskonstante der Phosphorsaure 
gréBer als die der Milchsiure, nimlich 1,1 .10~? gegen 1,4. 10~4, 
die zweite schon auBerordentlich viel schwiacher, naimlich 2,0. 10~’. 
Dies Argument setzt mithin voraus, daB wirklich das primaire H-lon, 
also freie Saure, bei der Hydrolyse des Phosphorsdureesters im Muskel 
abgespalten wiirde, eine schwer versténdliche Annahme. Im ruhenden 
Muskel ist bei der Wasserstoffzahl von 7,0 bis 7,4 die Hexosephosphor- 
siure als Alkalisalz vorhanden, und man kann erwarten, daB bei einer 
Spaltung desselben in Hexose und Phosphat, etwa nach der Gleichung: 


(,H,)0,(K HPO,).(K, PO,) + 2H,O =C,H,,0, + KH, PO, + K,HPO, 


') Diese Zeitschr. 127, 181, 1922. 

*) Wir lassen auBer Betracht, daB hier auch iiberstarke Reizung eine 
Rolle spielen kénnte. 

3) Springers Handb. d. Physiol. 8, 439, 1925. 

*) Siehe z. B.O. Meyerhof und K. Matsuoka, diese Zeitschr. 150, 1, 1924. 

5) Naturwiss. 12, 1137, 1924. 
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die Reaktion annahernd unverindert bleibt. Andrews, Beattie wn 
Milroy") schlieBen sogar, daB bei gleichzeitiger Bildung von Milchsiure 
nach Abspaltung des Phosphats die ¢, weniger nach der sauren Seite 
verschoben wird, als in Gegenwart des Esters wegen der gesteigertey 
Pufferkapazitat des anorganischen Phosphats. 

Um uns iiber die hier vorliegenden Verhiltnisse zu orientierey. 
haben wir Natriumhexosephosphat durch fiquivalenten Umsatz von 
Calciumhexosephosphat mit Natriumoxalat hergestellt, von der Wasser. 
stoffzahl 7,0 bis 7,4. Durch Erhitzen in einem luftleeren, zugeschmol. 
zenen Rohre bei 110° wurde dies in die Kompenenten Hexose und Phos. 
phat vollstandig aufgespalten; dabei wurde die Menge des ab. 
gespaltenen Phosphats und die Wasserstoffzahl mit der Gaskette 
bestimmt. Dasselbe geschah nach Zusatz von Milchsiure. Das Er. 
gebnis ist in den folgenden Versuchen enthalten: 


Versuch 1: Natrium-Hexosephosphat durch Umsatz von Calcium. 
Hexosephosphat mit Natriumoxalat hergestellt. Pro leem Lésung 
Gesamtgehalt 11,76mg P,O, = 16,.2mg H,PO, (Veraschung nach 
Neumann). 

Davon 0,91 mg P,O; = 1,25 mg H,PO, anorganisch, p,, 7,01. 

Nach 11 Stunden Spaltung bei 110° 11,38 mg anorganisches P,(,, 
97 Proz. Spaltung, p,, 6,35. 

Nach vierfacher Verdiinnung wiederholt, P,, 6,35. 


Versuch 2: Anfangsgehalt 11,76 mg P,O; pro 1 ccm, mit 0,91 mg 
P,O, anorganisch, p,, 7,01. 

Bei 110° gespalten: nach 3 Stunden 10,4 mg anorganisches P,(), 
= 88 Proz. Spaltung, p,, 6,59. 

Nach 9 Stunden 10,95 mg anorganisches P,O,; = 93 Proz. Spaltung, 
Py 6,45. 

Nach 11 Stunden 11,2mg P,O,; = 96 Proz. Spaltung, p,, 6,43. 


Versuch 3: Spaltung wie in den Versuchen 1 und 2 wiahrend 
12 Stunden. Gehalt pro 1 ccm 10,6 mg P,O,, p, vor der Spaltung 7,37, 
nach der Spaltung 7,00. 

Nach Zusatz von 0,4proz. Milchsiure vor der Spaltung 6,43, nach 
der Spaltung 6,38. ' 

Ein anorganisches Phosphatgemisch von 9,5mg P,O, anderte 
dagegen seine Reaktion bei Zugabe von 0,4Proz. Milchsiure von 7,4 
auf 6,67 und von 6,93 auf 6,29. 


Versuch 4: Ein anderes Priparat Hexosephosphat, enthaltend 
9,5 mg P,O, auf lecm gibt bei Zusatz von 0,4Proz. Milchsiure eine 
Pu-Verschiebung von 6,99 auf 5,97. 


1) Biochem. Journ. 18, 996, 1924. 
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Wir sehen, daB bei vollstandiger Spaltung einer m/12 Lésung von 
Hexosediphosphat — etwa der zehnfachen Konzentration der im 
Muskel vorhandenen — die Wasserstoffzahl sich von 7,0 auf 6,4 oder 
von 7,4 auf 7,0 verschiebt. Bei unvollstandiger Spaltung erhailt man 
dazwischenliegende Werte. Die Verschiebung ist an sich geringfiigig, 
und das gilt a fortiori fiir die Verhaltnisse im Muskel, wo ja nur ein 
kleiner Bruchteil des vorhandenen Phosphats gespalten wird. Zweitens 
bewahrheitet sich die Annahme, da gleichzeitig die Pufferwirkung 
etwas ansteigt. Fiir die von uns gewihlte Konzentration, etwa 1 Milch- 
siure auf 4 Phosphorsiure, kompensieren sich beide Einfliisse genau, 
so daB unter diesen Umstinden die gleiche Wasserstoffzahl erhalten 
wird, ob man Milchsiiure zum Hexosephosphat zufiigt oder zu den aus 
seiner Spaltung entstandenen Produkten. Das geht aus der folgenden 
Tabelle XII hervor. 


Tabelle X11. 


Py,-Werte in Gemischen von Hexosephosphat und Milchséure. 





Gehalt | Py nach Zusatz 
Nr Losung Prom. PH von 
P2Os direkt 0,044 m Milchsaure 
I Phosphat puffer 95 7,40 6,67 
. 9,5 6,93 6,29 
2  Hexosephosphat ungespalten 10,6 7,37 643 
“S gespalten 10.6 | 7'00 638 
3 ee ungespalten 90 | 6,99 5,97 


Méglich ist, daB bei Erhitzung aus dem Zucker saure Produkte 
entstehen, so daB die cy bei fermentativer Spaltung noch weniger 
verschoben werden wiirde. Im Endeffekt wird, wie oben gezeigt, die 
Siuerung im ermiideten Muskel allein durch die Milchsaure hervor- 
gerufen. Ob momentan in bestimmten Raumen, ,,Verkiirzungsorten“, 
wihrend der Spannungsentwicklung die Wasserstoffzahl durch eine 
kleine Menge Milchsaure stirker verschoben werden kann, ehe sie Zeit 
hat, mit dem Protein und Phosphat zu reagieren, kann nicht sicher 
entschieden werden, ist aber jedenfalls gut méglich. Da Hexosephosphat 
durch die Zellmembranen nicht permeiert, wohl aber das Milchsiure- 
molekiil, so kénnte z. B. eine solche Trennung durch verschiedene Lés- 
lichkeit in einer nicht wasserigen Phase herbeigefiihrt werden. Bereits 
oben in Kapitel Il wurde ja gezeigt, daB die Milchsiure die Wasser- 
stoffzahl eines alkoholischen Extrakts um eine Zehnerpotenz mehr 
als im wiisserigen Extrakt verschiebt, wegen der Schwerléslichkeit 
des zweibasischen Phosphats in Alkohol. Auf welche Weise diese Ver- 
schiebung durch Abgabe von Alkali von seiten des Proteins kon- 
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traktionswirksam sein kénnte, ist gelegentlich diskutiert worden?) unq 
braucht hier nicht genauer ausgefiihrt zu werden?). 


Zusammenfassung. 


1. Bei Vergleich der verschiedenen, zur Messung der ¢y im ruhenden, 
ermiideten und starren Muskel anwendbaren Methoden erweist sic) 
am geeignetsten die Extraktion der eiskalt zerkleinerten Muskulatur 
mit destilliertem Wasser und anschlieBende Messung mit der Chin. 
hydronelektrode. Die Zunahme der c, bei Ermiidung und Starre ist 
bei Hungerfréschen geringer als bei frisch gefangenen Herbstfréschen, 
in Parallele zu der entsprechenden Zunahme der Milchsiéure. Setzt man 
zu der ruhenden Muskulatur die gleiche Menge Milchsiure hinzu, wie 
sie im ermiideten oder starren Muskel gebildet wird, so findet man in 
den Extrakten nach Eintritt des Gleichgewichts dieselben Wasserstoff. 
zahlen. Die Milchsaure ist also allein fiir die Verschiebung der c,, ver- 
antwortlich. Hierbei zeigen die Hungerfrische eine geringere Puffer. 
kapazitat als die Herbstfrésche, was jedenfalls mit fiir das niedrigere 
Milchsiuremaximum bei ihnen verantwortlich ist. 


2. Bei der Ermiidung des Muskels verschiebt sich der Aschengehalt 
zwischen dem alkoholunléslichen und dem alkoholléslichen Anteil der 
Muskelsubstanz derart, daB 1 bis 2,5 Proz. Sulfatasche (bezogen auf 
das Trockengewicht des alkoholischen Riickstandes) aus dem Riickstand 
in den Alkoholextrakt iibertreten, wihrend 2 bis 2,75 Prot. Milchsiure 
(auf das gleiche Trockengewicht bezogen) gebildet sind. Hieraus be. 
rechnet sich, daB die Milchsaure bei der Ermiidung eine etwa aquivalente 
Basenmenge aus dem alkoholunléslichen Anteil der Muskelsubstanz 
frei macht. Wahrend an dieser ,, Verschiebung“ der Asche die Phosphate 
selbst nur in geringem MafBe beteiligt sind, ist andererseits ein Teil 
des alkoholunléslichen Materials, das die Basen fixiert, selbst Phosphat 
Der Riickstand 14B8t sich in einen wasserléslichen und einen wasser- 
unléslichen Teil zerlegen, die zu etwa gleichen Teilen an der Lieferung 
fixer Basen fiir die in den Alkohol iibertretende Milchsaure beitragen; 
der gréBte Teil der Basenabgabe der wasserléslichen Fraktion mul} auf 


1) Z. B. ,,Naturwissenschaften“ 12, 1137, 1924. 

2) Von Embden wird gegen diese Argumentation angefiihrt, dal die 
Milchséure auch momentan an keinem Orte im Muskel eine andere Wasser- 
stoffzahl herbeifiihren kénnte, als sie das Phosphat bedingt, ,,wegen des 
gleichzeitigen Entstehens beider Séuren aus dem gleichen Molekiil‘‘ (Handb. 
d. Physiol. 8, 408). Nach Embdens eigener oben erwahnten Annahme 
wiirden aber Milchsdéure und Phosphat nicht gleichzeitig aus dem Hexose- 
phosphat frei, sondern die Milchséure entstainde aus einer intermediar 
gebildeten Hexose, so daB schon hierdurch leicht eine raumliche Trennung 
von Phosphat und Milchséure herbeigefiihrt werden kann. 
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Phosphat bezogen werden. Der Rest und die Alkaliabgabe des wasser- 
unléslichen Teils kann auf EiweiB bezogen werden, das danach die 
Halfte bis zwei Drittel der zur Neutralisierung der Milchsaure dienenden 
Basen liefern wiirde. 

3. Im Gegensatz zu den Befunden Embdens, nach denen die Milch- 
siurebildung zu einem erheblichen Teil der Kontraktion nachfolgen 
sollte, ergibt sich: Bei indirekt 10 bis 12 Sekunden tetanisch gereizten 
Muskeln fallt die Milchsiurebildung vollstandig in die Kontraktionszeit 
hinein. Bei tiberstarker, direkter Reizung findet in den ersten 30 Se- 
kunden nach Ablauf der Kontraktion eine erhebliche Nachbildung der 
Milchsiure statt, in der GréBenordnung der wahrend des Tetanus ent- 
standenen, mit gleichzeitiger Kontraktur. Bei schwicherer direkter 
Reizung findet in der Regel keine Nachbildung an Milchsaure statt. 
Die nachgebildete Milchsiure bei tiberstarker Reizung beruht auf 
Schiidigung des kontraktilen Apparats und ist fiir die Arbeitsleistung 
verloren. Denn die Spannungsleistung pro Einheit gebildeter Milchsiure 
snkt bei Reizung mit Einzelinduktionsschligen unter ahnlichen Um- 
stinden in etwa demselben MaBe, wie es der Nachbildung von Milchsaure 
bei Dauerkontraktionen entspricht. Auch hier besteht ein Parallelismus 
zwischen der Bildung dieser Extramilchsiure und der GréBe der Kon- 
trakturen. 

4. Bei Spaltung von Hexosephosphat in Zucker und Phosphat bei 
der Wasserstoffzahl des ruhenden Muskels wird das py wenig verandert, 
es verschiebt sich z. B. von 7,4 auf 7,0 oder von 7,0 auf 6,4; gleich- 
witig steigt die Pufferkapazitat der Lésung an, so daB z. B. in Gegen- 
wart von Milchsiure im Verhiltnis 1 : 4 zur Phosphorsiure die Wasser - 
stoffzah] dieselbe ist, ob das Hexosephosphat gespalten ist oder nicht. 
Die Sauerung des ermiideten und starren Muskels wird demnach aus- 
schlieBlich durch die Milchsiure herbeigefiihrt. Wie im Moment der 
Kontraktion an den Verkiirzungsorten die ¢, héher steigen kann als 
bei raumlichem und zeitlichem Ausgleich nach Ablauf derselben, kann 
nur hypothetisch beantwortet werden. 
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Uber den Einflu6 des Berylliums auf die Fermentbildung. 
Von 
Ferdinand Lehr. 
(Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit in Berlin.) 


(EBingegangen am 25. November 1925.) 


Jacoby") und seine Schiiler haben eine Reihe von Substanzen 
beschrieben, von denen manche die Bildung, andere die Wirkung von 
Ureasen zu steigern vermégen. Die Stoffe, welche die Wirkung steigern, 
sind von Jacoby Auxoureasen benannt worden. Durch Forschungs. 
ergebnisse der letzten Jahre steht es fest, daB bestimmte biologische 
Vorginge durch einige anorganische Substanzen weitgehend beeinfluSt 
werden kénnen. So wurde von Madsen*) und seinen Mitarbeitern®) 
nachgewiesen, daB die Antikérperbildung bei verschiedenen Infektions. 
krankheiten durch Metallinjektionen um ein Vielfaches gesteigert wird. 
Das Beryllium erwies sich bei diesen Untersuchungen zum Teil als 
besonders wirksam. Diese Ergebnisse haben die Anregung gegeben, 
den EinfluB des Berylliums auf die Urease zu untersuchen. 

Die friihere Methodik von Jacoby wurde beibehalten. Fiir die quanti- 
tative Auswertung der Urease kamen in je einen Kolben 20 ccm einer 2 proz. 
Harnstofflésung in Soerensenscher Phosphatmischung (m/15, pu = 7,2), 
0,05 g Leucin, 10 com Phosphatmischung, eine bestimmte Menge Beryllium. 
chlorid (konzentrierte Lésung von Kahlbaum) bzw. dieselbe Menge Na! 
in den Kontrollen und 1 ccm einer etwa 4 Tage alten Kultur von Proteus x !9 
oder Proteus Hoffmann erster Abimpfung von Bouillonkulturen auf folgen- 
dem Nahrboden‘): 1,2g NaCl, 0,08g MgS0O,, 0,1 g Dikaliumphosphat, 
0,01 g CaCl,, 0,81 g asparaginsaures Natrium, 0,82ccm einer 73proz. 
Lésung von milchsaurem Natrium, mit Aqua dest. auf 200 ccm aufgefiillt. 
Die sofort verschlossenen Kolben wurden auf etwa 24 Stunden in den 
Brutschrank gestellt. Das gebildete Ammoniak wurde nach dieser Zeit 
in n/10 H,SO, durch Wasserdampf iiberdestilliert, die Kohlenséure durch 
Aufkochen entfernt und die verbrauchte Saéure durch Titration bestimmt. 


1) Diese Zeitschr. 79, 35; 80, 357; 81, 332; 83, 74; 84, 354; 86, 329, 8S, 35. 
*) The journ. of state med. 31, Februar 1923; Zeitschr. f. Hyg. u. 
Infektionskrankh. 103, 447. 
3) Walbum und Schmidt, Zeitschr. f. Immunitatsforsch. 42, 32. 
*) Hagihara, diese Zeitschr. 140, 171. 
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Es zeigte sich, daB bei dieser Anordnung 0,1 ccm BeCl, die Ferment- 
wirkung steigert: 
1. 20 Harnstoff, 0,05 Leucin, 10 Phosphatgemisch, 
0,1 BeCl,, 1 eem Kultur 41,5, 49,8, 57,3 +) 
20 Harnstoff, 0,05 Leucin, 10 Phosphatgemisch, 
0,1 NaCl, leem Kultur 30,0, 40,1, 50,9 
Die absoluten Ausschlige waren bei schwacherer Ureasewirkung 
nicht immer so stark, wie folgender Versuch zeigt: 
2. 20 Harnstoff, 0,05 Leucin, 10 Phosphatgemisch, 
0,1 BeCl,, lcem Kultur 23,0 
20 Harnstoff, 0,05 Leucin, 10 Phosphatgemisch, 
0,1 NaCl, leem Kultur 18,1 
Ohne Leucinzusat7z sind die Ausschlige im allgemeinen absolut 
s«hwicher, doch laBt sich auch hier die steigernde Wirkung von 
0,1 BeCl, deutlich erkennen, da es sich um die erste Abimpfung von 
der Bouillon handelt: 
3. 20 Harnstoff, 10 Phosphatgemisch 0,1 BeCl,, oe Kultur 28,6, 30,7 *) 
20 ” 10 - 0,1 NaCl, 1 ,, »» 12,8, 19,0 
In einem Falle von besonders starker tei’ der Bakterien 
kam es zu folgendem Resultat: 
4. 20 Harnstoff, . Phosphatgemisch, 0,1 BeCl,, | cem Kultur 56,1 
20 ‘ om 0,1 NaCl, 1 ,, » 26,0 
Bei schwacher adele wird dagegen ohne Leucinzusatz 
der Unterschied bei Beriicksichtigung der Fehlergrenze kaum erkennbar: 
5. 20 Harnstoff, 10 Phosphatgemisch, 0,1 BeCl,, leem Kultur 8,7 
20 - 10 a 0,1 NaCl, 1 ,, o 6,0 
Die Menge von 0,1 cem der konzentrierten BeCl,-Lésung, welche 
zur Vermeidung von Ungenauigkeiten beim Pipettieren stets in zehn- 
facher Verdiinnung (es wurde also bisher stets 1 ccm zugesetzt) ge- 
braucht wurde, hat sich als Optimum bei der geschilderten Versuchs- 
anordnung erwiesen. Bei 0,2 und 0,15 BeCl, war die Fermentwirkung 
gehemmt: 
6. 20 Harnstoff, 0,05 Leucin, 10 Phosphatgemisch, 
0,2 BeCl,, lcem Kultur 32,5 
20 Harnstoff, 0,05 Leucin, 10 Phosphatgemisch, 
0,2 NaCl, Leem Kultur 38,8 
Ohne Leucinzusatz : 


. 20 Harnstoff, po a atta ati 0,2 BeCl,, leem Kultur 7,0 
20 a o 0,2 NaCl, 1 ,, 0 11,2 


8. 20 Harnstoff, 0,05 Leucin, 10 Phosphatgemisch, 
0,15 BeCl,, leem Kultur 35,7 

20 Harnstoff, 0,05 Leucin, 10 Phosphatgemisch, 
0,15 NaCl, leem Kultur 40,8 


') Getrennte Versuche, Kontrollversuche in der nachsten Zeile darunter. 
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9. 20 Harnstoff, 10 Phosphatgemisch, 0,15 BeCl,, lecem Kultur 11,9 
20 ae 10 = 0,15 NaCl, 1 ,, ne 14.8 
Kleinere Mengen als 0,1 ccm ergeben keinen deutlichen Unterschic« 


10. 20 Harnstoff, 0,05 Leucin, 10 Phosphatgemisch, 
0,075 BeCl,, lcem Kultur 39,7 


20 Harnstoff, 0,05 Leucin, 10 Phosphatgemisch, 
0,075 NaCl, leem Kultur 41,4 


11. 20 Harnstoff, 10 Phosphatgemisch, 0,075 BeCl,, 1 cem Kultur 16,0 
20 on 10 “ 0,075 NaCl, lecm - 14,0 


12. 20 Harnstoff, 0,05 Leucin, 10 Phosphatgemisch, 
0,05 BeCl,, lcem Kultur 394 


20 Harnstoff, 0,05 Leucin, 10 Phosphatgemisch, 
0,05 NaCl, leem Kultur 338.) 


13. 20 Harnstoff, 10 Phosphatgemisch, 0,05 BeCl,, 1 cem Kultur 13,6 
20 ms 10 a 0,05 NaCl, leem si 11,0 


14. 20 Harnstoff, 0,05 Leucin, 10 Phosphatgemisch, 
0,025 BeCl,, leem Kultur 34,6 


20 Harnstoff, 0,05 Leucin, 10 Phosphatgemisch, 
0,025 NaCl, leem Kultur 36,3 


15. 20 Harnstoff, 10 Phosphatgemisch, 0,025 BeCl,, 1 cem Kultur 8,5 
20 a 10 a 0,025 NaCl leccm "s 8.5 


16. 20 Harnstoff, 0,05 Leucin, 10 Phosphatgemisch, 
0,01 BeCl,, lecem Kultur 39,3 


20 Harnstoff, 0,05 Leucin, 10 Phosphatgemisch, 
0,01 NaCl, leem Kultur 41,2 


17. 20 Harnstoff, 10 Phosphatgemisch, 0,01 BeCl,, 1 cem Kultur 20,9 
20 nes 10 a 0,01 NaCl, 1 ,, in 18,2 


18. 20 Harnstoff, 0,05 Leucin, 10 Phosphatgemisch, 

0,001 BeCl,, leem Kultur 42,4 
20 Harnstoff, 0,05 Leucin, 10 Phosphatgemisch, 
0,001 NaCl, leem Kultur 42,7 

Auch weiteres Herabgehen bis auf 0,001 mg BeCl, zeigte keinen 
Unterschied. 

Bei Zusatz von Beryilium zum Phosphatgemisch entsteht ein 
weiBer Niederschlag, der bis zu den Konzentrationen von 0,01 BeCl, 
deutlich sichtbar ist. Die Bedeutung dieses Niederschlags fiir den 
Fermentproze8 kann a priori eine verschiedene sein. Einerseits ist 
es méglich, daB durch Adsorption der Urease an den Niederschlag 
das Ferment von stérenden Beimengungen gereinigt und auf diese 
Weise in seiner Wirkung gesteigert wird. Friihere Beobachtungen’) 
lassen an derartige Zusammenhinge denken; fiir die Auswirkung des 
Calciums kommt allerdings nach den Versuchen von Kochmann?®) eine 
derartige Adsorption nicht in Frage. Andererseits kénnte man aber 
auch daran denken, daB der Niederschlag durch Entziehung wirk- 


y Seca und Shimizu, 128, 103. 
2) Diese Zeitschr. 151, 259. 
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samer Bestandteile die Fermentwirkung abschwicht. Um diese Ver- 
haltnisse zu klaren, wurden zunichst die Phosphate aus dem Versuch 
ausgeschaltet und statt ihrer destilliertes Wasser bzw. Natriumacetat 
verwendet : 
19. 20 Harnstoff (2 Proz. in Aqua dest.), 0,05 Leucin, 10 Aqua dest., 
0,1 BeCl,, lcem Kultur 1,0 
20 Harnstoff (2 Proz. in Aqua dest.), 0,05 Leucin, 10 Aqua dest., 
0,1 NaCl, leem Kultur 37,1 
Diese Hemmung durch das Beryllium bleibt bis zu den Konzentra- 
tionen von 0,01 mg deutlich: 
20. 20 Harnstoff (2 Proz. in Aqua dest.), 0,05 Leucin, 10 Aqua dest., 
0,01 mg BeCl,, 1 cem Kultur 33,9 
20 Harnstoff (2 Proz. in Aqua dest.), 0,05 Leucin, 10 Aqua dest., 
0,01 mg BeCl,, lcem Kultur 44,4 
Unterhalb dieser Grenze ist das Beryllium unwirksam. 
Das Natriumacetat erwies sich fiir diese Versuche als ungeeignet, 
weil es an sich die Ureasewirkung der Proteusbakterien herabsetzt : 
21. 20 Harnstoff in n/1 Natriumacetat, 0,05 Leucin, 
10 n/l Natriumacetat, lecm Kultur 4,2 
20 Harnstoff in n/5 Natriumacetat, 0,05 Leucin, { 
10 n/5 Natriumacetat, 1 com Kultur 11,6 
20 Harnstoff in n/10 Natriumacetat, 0,05 Leucin, 
10 n/10 Natriumacetat, 1 ccm Kultur 21,8 
20 Harnstoff in n/20 Natriumacetat, 0,05 Leucin, 
10 n/20 Natriumacetat, 1 ccm Kultur 26,9 
20 Harnstoff in Aqua dest., 0,05 Leucin, 10 Aqua dest., 
leem Kultur 34,0 
Mit den Konzentrationen des Natriumacetats wurde nicht weiter 
heruntergegangen, weil der Zweck, die Lésung zu puffern, bei zu 
niedrigen Natriumacetatkonzentrationen doch nicht erreicht wird. 
Auf diesem Wege ist also die Bedeutung des Niederschlags nicht 
zu erkliren. Deshalb wurde der Niederschlag, ebenso wie es Kochmann 
mit dem Calciumphosphatniedeérschlag gemacht hatte, vor dem Zusatz 
des Ferments abfiltriert und mit 5ccem Aqua dest. nachgewaschen ; 
das Leucin wurde in die nunmehr vollkommen klare Lésung mit 10 ccm 
Aqua dest. hineingespiilt. Zu der Kontrolle kamen der GleichmaBigkeit 
wegen 15ccm Aqua dest.: 
22. 20 Harnstoff (2 Proz. in Phosphatgemisch), 10 Phosphatgemisch, 
0,1 BeCl, (filtriert, mit 5ccm Aqua dest. nachgewaschen), 
0,05 Leucin, 10 Aqua dest., 1 cem Kultur 45,8, 45,2 
20 Harnstoff, 10 Phosphatgemisch, 0,1 BeCl,, 0,05 Leucin, 
15 Aqua dest., lcem Kultur 44,3, 47,5 
20 Harnstoff, 10 Phosphatgemisch, 0,1 NaCl, 0,05 Leucin, 
15 Aqua dest., 1 cem Kultur 38,0, 39,0 
Die Verstarkung der Fermentwirkung durch BeCl, bleibt also 
auch nach dem Abfiltrieren des Niederschlags bestehen. 
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Es steht bisher folgendes fest: 


1. In Soerensenscher Phosphatmischung steigert Beryllium in der 
Konzentration von 0,1 die Ureasewirkung der Proteusbakterien, 
Schwichere Konzentrationen sind unwirksam, starkere hemmen den 
FermentprozeB. Die Wirkungssteigerung bleibt auch nach dem Ab. 
filtrieren des Niederschlags von Berylliumphosphat bestehen. 

2. In wasseriger Lésung hemmt Beryllium die Harnstoffspaltung 
durch Bakterienurease sehr stark. 

Es ist also sicher, daB im Phosphatgemisch, also wohl in ge- 
pufferter Lésung, das Beryllium anders wirkt als in wiisseriger, also 
nicht gepufferter Lésung. 


Bevor der Einflu8 des Berylliums auf die Urease weiter ermittelt wurde, 
ist versucht worden, in den Wirkungsmechanismus des biologisch viel besser 
durchgearbeiteten Calciums tiefer einzudringen. Da diese Substanzen 
einander im periodischen System der Elemente nahe stehen, konnte man 
brauchbare Analogien erwarten. Kochmann hatte gezeigt, daB die Wirkung 
der Jackbohnenurease durch Calcium entsprechend seiner Konzentration 
gesteigert wird. Auch der Bakterienurease gegeniiber verhalt sich Calcium 
wirkungssteigernd, die Wirkung nimmt hier jedoch in den untersuchten 
Breiten mit der Konzentration des Calciums nicht zu: 

23. 20 Harnstoff in Phosphatgemisch, 0,05 Leucin, 10 Phosphatgemisch, 

leem CaCl, (lproz.), leem Kultur 48,4 
20 Harnstoff in Phosphatgemisch, 0,05 Leucin, 10 Phosphat- 
gemisch, 1 cem NaCl, 1 ccm Kultur 40,9 


24. 20 Harnstoff in Phosphatgemisch, 0,05 Leucin, 10 Phosphat- 
gemisch, 2cem CaCl, (lproz.), leem Kultur 47,7 

20 Harnstoff in Phosphatgemisch, 0,05 Leucin, 10 Phosphat- 
gemisch, 2cem NaCl, 1 cem Kultur 41,3 


Bei Zusatz von Calcium zum Phosphatgemisch entsteht ebenso wie bei 
der Verwendung von Beryllium ein weiBer Niederschlag. Die Steigerung 
der Fermentwirkung durch das Calcium wird durch den Niederschlag nicht 
beeinfluBt. 

25. 20 Harnstoff in Phoyphatgemisch, 10 Phosphatgemisch, 1 CaCl, 

(filtriert, mit 5cem Aqua dest. nachgewaschen), 0,05 Leucin, 

10 Aqua dest., 1 cem Kultur 42,6 
20 Harnstoff, 10 Phosphatgemisch, 1 CaCl,, 0,05 Leucin, 

15 Aqua dest., leem Kultur 42,7 
20 Harnstoff, 10 Phosphatgemisch, 1 NaCl, 0,05 Leucin, 

15 Aqua dest., 1cem Kultur 32,9 

Fiir die Jackbohnenurease war diese Tatsache von Kochmann nach- 
gewiesen worden. Hierbei wird sogar durch das Abfiltrieren des Nieder- 
schlags die Calciumwirkung noch gesteigert. 

Bisher ist noch kein Beweis dafiir erbracht, ob iiberhaupt und in welcher 
Menge Calcium ins Filtrat geht; es steht lediglich fest, daB Zusatz der 
Phosphatmischung zum Filtrat keinen grob sichtbaren Niederschlag gibt. 
Daher wurde zunichst der Calciumnachweis im Filtrat vorgenommen: 


26. 20 Harnstoff (2 Proz. in Phosphatmischung), 10 Phosphatmischung, 
1 CaCl, (1 Proz.). Der Niederschlag von Calciumphosphat wird nach 10 Mi- 
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nuten langem Stehen abfiltriert. Zu dem vollkommen klaren Filtrat wird erst 
Liqu. ammon. caust. bis zum Auftreten einer alkalischen und dann HCl 
bis zum Auftreten einer schwach sauren Reaktion tropfenweise zugesetzt. 
Darauf wird mit Ammoniumoxalat gefallt. Es entsteht ein flockiger weiSer 
Niederschlag von Calciumoxalat. Die quantitative Bestimmung wurde 
mit der zehnfachen Menge der reagierenden Substanzen ausgefiihrt, da zu 
erwarten war, daBG die ins Filtrat iibergehenden Calciummengen nur gering 
sind. Resultat (durch 10 dividiert): 0,61 mg Ca. 

Es ist also pur etwa der fiinfte Teil des zugesetzten Calciums, der die 
Steigerungen in der Ureasewirkung hervorruft. 

Kochmann hatte ferner gefunden, da®8 die Calciumwirkung dann 
besonders stark ist, wenn das Calciumchlorid zuerst mit dem Harnstoff 
in Bertihrung gebracht wird. Er hat deswegen zur Erklérung der 
Auxowirkung des Calciums an die Bildung der Komplexverbindung 
(Ca(OCN,H,).](NO,), gedacht im Sinne der von Werner studierten Ein- 
lagerungsverbindungen. Wenn diese Voraussetzung richtig ist, so miiBte 
man bei der quantitativen Bestimmung des Calciums im Filtrat nach 
Zerstéren der eventuell vorhandenen Komplexverbindung mehr Calcium 
finden als bei sofortigem Ausfillen des Calciums. 

27. In zwei Kolben kommen je 200 Harnstoff (2 Proz.) in Phosphat- 
mischung, 100 Phosphatmischung und 10 CaCl, (1 Proz.). Der Niederschlag 
wird abfiltriert. Im Kolben I wird sofort die Oxalatfallung vorgenommen. 
Das Filtrat im Kolben II wird nach Zusatz von 10 cem konzentriérter HCl 
| Stunde lang gekocht, um die etwa vorhandene Komplexverbindung 
sicher zu zerstéren. Resultat (durch 10 dividiert): Kolben I = 0,6 mg Ca, 
Kolben IT = 0,58 mg Ca; also kein Unterschied. 

Fiir die Existenz einer Komplexverbindung l4B6t sich auf diese Weise 
kein Beweis finden. Es ist aber denkbar, daB diese Komplexverbindung 
bei ihrer Labilitét bereits durch wenig eingreifende Manipulationen 
wie etwa die Oxalatfaillung — bereits zerstért wird. Es ist auch mdglich, 
daB wahrend des Fermentprozesses die Harnstoffspaltung iiber eine Kom- 
plexverbindung geht. SchlieBlich kann man auch eine Ringbildung zwischen 
Ferment, Calcium und Harnstoff annehmen. Fiir solche Méglichkeiten 
l48t sich aber mit keiner der uns bekannten Methoden ein experimenteller 
Beweis erbringen. Am niichsten liegt es, die Auxowirkung des Calciums 
auf ionisiertes Ca zuriickzufiihren. 


Die Wirkung des Berylliums auf die Bakterienurease bleibt; wie 
vorhin mitgeteilt, auch nach Abfiltrieren des Niederschlags von 
Berylliumphosphat bestehen. Das Filtrat bleibt auch nach Zusatz 
weiterer Phosphatlésung klar. Es ist also auch hier zuniachst der 
Beweis zu fiihren, daB die Steigerung der Ureasewirkung in diesem 
Falle auf der Anwesenheit von Beryllium beruht. Die qualitative 
Bestimmung des Berylliums erfolgt mit Ammoniak oder Alkalilauge. 
Da durch beide Stoffe gleichzeitig die Phosphate gefallt werden, so 
miissen sie vorher entfernt werden. BeCl, ist léslich in Alkohol, Phos- 
phate dagegen nicht. Auf diese Weise kann man beide voneinander 
trennen : 


28. 20cem Harnstoff (2 Proz.) in Phosphatmischung, 10 ccm 
Phosphatmischung, 0,1 com BeCl,. Der Niederschlag wird abfiltriert; 
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das Filtrat zur Trockne eingedampft; diese in Alkohol gelést; die 
alkoholische Lésung filtriert; das Filtrat wiederum zur Trockne ein. 
gedampft und diese abermals in Alkohol gelést. Nach dreimaligem 
Lésen in Alkohol, Filtrieren und Eindampfen wird der Trockenriickstand 
in destilliertem Wasser geliést. Die Uranylacetatreaktion ist jetzt 
negativ, wohl fallt aber nach Zusatz von Ammoniak Beryllium aus 

29. Der abfiltrierte Niederschlag von Berylliumphosphat wird 
durch 10cem n HCl und einigen Tropfen konzentrierter HC! in 
Lésung gebracht, das Filter mit 10cem n HCl nachgewaschen. Die 
Lésung wird auf dem Wasserbad zur Trockne eingedampft, diese in 
Alkohol gelést usw., wie im vorhergehenden Versuch. Auch hier wird 
auf dieselbe Weise Beryllium nachgewiesen. 

Eine quantitative Berylliumbestimmung ist uns nicht bekannt 
Versuche, das Beryllium auf die geschilderte Art und Weise quantitatiy 
zu bestimmen, haben wir nicht angestellt, da die Methode uns fiir diese 
Zwecke zu verlustreich erschien. Man muB aus den Versuchen schlieBen, 
daB wohl verhaltnismaBig geringe Berylliummengen bereits die férdernde 
Wirkung haben, allerdings nur unter den Bedingungen, die im Phosphat- 
versuch gegeben sind. 

Es fragt sich nun, ob das Beryllium direkt férdernd auf das fertige 
Enzym einwirkt oder ob es indirekt irgend einen ProzeB in der Bakterien- 
zelle beeinfluBt, der vielleicht der Fermentbildung férderlich ist. Man 


kann die Fragestellung auch dahin prazisieren, ob das Beryllium ebensof 


wie das Calcium ein Auxokérper ist oder ob es ahnlich dem Leucin die 
Bildung des Ferments steigert. Zur Entscheidung dieser Frage werden 
zunichst Versuche mit der Jackbohnenurease angestellt: 


30. In jeden Kolben kommen 0,3 ccm Olivenél zur Vermeidung 


des Schiumens beim Destillieren und 0,3 ccm Toluol als Antiseptikum; 


das Ferment wird in 0,15proz. wisseriger Lésung verwendet. 
0,1 NaCl, 20 Harnstoff (2 Proz.) in Phosphatgemisch, 
10 Fermentlésung 119,9 
0,1 BeCl,, 20 Harnstoff (2 Proz.) in Phosphatgemisch, 
: 10 Fermentlésung 85,5 
0,1 BeCl,, 20 Harnstoff (2 Proz.) in Phosphatgemisch, filtriert, 
10 Fermentlésung 88,5 


0,2 BeCl,, 20 Harnstoff (2 Proz.) in Phosphatgemisch, filtriert, 
10 Fermentlésung = 6,5 


Bei 0,01 BeCl, ist die Hemmung nicht mehr nachweisbar: 


31. 0,01 NaCl, 20 Harnstoff (2 Proz.) in Phosphatgemisch, 
10 Fermentlésung 127,0 
0,01 BeCl,, 20 Harnstoff (2 Proz.) in Phosphatgemisch, 
10 Fermentlésung 128,6 
0,01 BeCl,, 20 Harnstoff (2 Proz.) in Phosphatgemisch, filtriert 
10 Fermentlésung 125,7 
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Da zwischen der Bakterien- und der Jackbohnenurease Ver- 
schiedenheiten bestehen kénnten, wurden diese Versuche mit ge- 
pulvertem Bakterienferment') wiederholt. In Kolleflaschen wurden 
Massenkulturen von Proteus Hoffmann angelegt. Nach 48stiindigem 
Wachstum wurde der Kulturrasen mit einem rechtwinklig gebogenen 
Glasstab vorsichtig abgeschabt und mit destilliertem Wasser in einen 
Glasteller gespiilt. Diese Bakterienaufschwemmung wurde im Faust- 
shen Apparat zur Trockne eingedunstet, der Trockenriickstand vom 
Glasteller abgekratzt und gepulvert. Es folgen die Versuche: 

32. In jeden Kolben werden zunichst 0,3 cem Olivenél und 0,5 cem 
Toluol getan. 

20 Harnstoff (2 Proz.) in Phosphatgemisch, 0,1 BeCl,, 
0,05 Ferment, 10 Phosphatgemisch 23,1, 22,6, 22,6, 23,0 *) 


20 Harnstoff (2 Proz.) in Phosphatgemisch, 0,1 NaCl, 
0,05 Ferment, 10 Phosphatgemisch 26,4, 26,9, 26,2, 26,0 


33. 20 Harnstoff (2 Proz.) in Phosphatgemisch, 0,05 BeCl,, 
0,05 Ferment, 10 Phosphatgemisch 23,5, 23,3 
20 Harnstoff (2 Proz.) in Phosphatgemisch, 0,05 NaCl, 
0,05 Ferment, 10 Phosphatgemisch 23,7, 24,0 
20 Harnstoff (2 Proz.) in Phosphatgemisch, 0,025 BeCl,, 
0,05 Ferment, 10 Phosphatgemisch 23,9, 24,0 
20 Harnstoff (2 Proz.) in Phosphatgemisch, 0,025 NaCl, 
0,05 Ferment, 10 Phosphatgemisch 24,1, 23,9 
Der Unterschied in den Kontrollen zwischen den Versuchen 32 
und 33 diirfte sich dadurch erkliren, daB der Versuch 33 etwa 10 Tage 
spiter unternommen worden ist, wihrend welcher Zeit das Ferment- 
pulver wahrscheinlich an Wirksamkeit abgenommen hat. Es ist also 
rweifellos, daB BeCl, in der Konzentration von 0,1 cem die Wirkung 
gepulverter Bakterienurease nicht férdert. Somit erscheint die SchluB- 
folgerung berechtigt, daB die stimulierende Wirkung des Berylliums 
auf einer Steigerung der Fermentbildung durch die Proteusbakterien 
beruht, sei es, daB die einzelne Bakterienzelle nach Berylliumzusatz 
zu stirkerer Fermentproduktion angeregt wird, sei es, daB auf diesen 
Reiz hin die Bakterieri sich stirker als gewéhnlich vermehren; auch 
in diesem Falle wire ja mit der Bildung einer gréBeren Fermentmenge 
zu rechnen. 


Zusammenfassung. 


BeCl, steigert in der Konzentration von 0,1 cem die Ureasewirkung 
der Proteusbakterien in Soerensenscher Phosphatmischung. Diese 
Menge hat sich fiir die erwihnte Wirkung als Optimum erwiesen 
insofern, als gréBere Mengen hemmen, kleinere dagegen unwirksam 


1) Jacoby, diese Zeitechr. 84, 354; Takahata, ebendaselbst 140, 168. 
2) Getrennte Versuche, Kontrollversuche in der nachsten Zeile darunter. 
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sind. Von dem bei Zusatz des Metalls zum Phosphatgemisch ent. 
stehenden Niederschlag ist diese Wirkung unabhingig; da beim Ab. 
filtrieren des Niederschlags Beryllium sowohl im Niederschlag als im 
Filtrat nachweisbar ist, so ist die Steigerung der Ureasewirkung auf 
einen kleineren als den urspriinglich zugesetzten Anteil des Berylliums 
zuriickzufiihren. In destilliertem Wasser hemmt Beryllium sehr stark 
die Ureasewirkung der Proteusbakterien. Die Wirkung der Jackbohnen. 
urease hemmt Beryllium ebenfalls, die der gepulverten Bakterienurease 
wird durch Beryllium nicht gesteigert. Daher erscheint die Annahme 
berechtigt, die Wirkung des Berylliums bestehe in der Anregung der 
Bakterienzelle zu vermehrter Fermentproduktion. 

An der von Kochmann gefundenen Wirkungssteigerung der Jack. 
bohnenurease durch Calcium ist nur etwa der fiinfte Teil des zugesetzten 
Calciums beteiligt. Calcium erhéht auch die Wirkung der Bakterien- 
urease, doch scheint hier zwischen der Konzentration des Calciums und 
der Fermentwirkung in den untersuchten Breiten kein Parallelismus 
zu bestehen. 





iibe 
des 


zuc 


Mo 
urs 
zuf 


die 
Au 
Fe1 


des 
die 
ent 
ist 


ich 


ent. 
| Ab. 
Ss im 
r auf 
‘iums 
stark 
nen. 


rease 
ihme 


r der 


lack. 
zten 
rien- 

und 
“mus 








Uber die Hagedornsche Blutzuckerbestimmung. 


Von 
Emerich vy. Fazekas. 


(Aus der II. internen Klinik der Budapester kénigl. ungar. Universitat.) 
(Eingegangen am 25. November 1925.) 


Jiingst erschien in dieser Zeitschrift eine Mitteilung von Hagedorn 
liber ein neues Verfahren zur Blutzuckerbestimmung, das die Reduktion 
des Ferricyankaliums zu Ferrocyankalium zur Bestimmung des Blut- 
zuckers verwendet. | 

A. Rosenthal hat mit dem Hagedornschen Verfahren nach einiger 
Modifikation Priifungen angestellt. Ich konnte leider weder mit dem 
urspriinglichen Verfahren, noch mit der Rosenthalschen Modifikation 
zufriedenstellende Resultate erreichen. Die Ursache liegt darin, dab 
das Ferricyankalium — wenn auch weniger als das Kupferoxyd — 
labil ist; es erleidet bei starkerem Erhitzen auch spontane Reduktion, 
die so betrachtlich sein kann, daB ich z. B. nach 15 Minuten langem 
Aufkochen nur noch Spuren von K,Fe(CN), vorfinden konnte. Das 
Ferrocyankalium kann sich auch zu Ferricyankalium oxydieren. 

Wir kénnen diesen Fehlern abhelfen durch Herabsetzung der Dauer 
des Aufkochens und durch ihre genaue Innehaltung, ferner auch durch 
Anwendung einer konzentrierteren Kaliumferricyanidlésung als Hage- 
dorn vorschrieb. Der Wirmegrad wird — meiner Erfahrung nach — 
die Werte nicht besonders beeinflussen, wenn die Erwirmung von 
entsprechender Dauer ist. Eine weitere Schwierigkeit der Methode 
ist noch die langwierige Befreiung des Blutes von EiweiB. 

Diese geringfiigigen Schwierigkeiten und kleinen Stérungen suchte 
ich durch einige Modifikationen zu beseitigen. 

Der Patient nimmt ein wenige Minuten dauerndes Handbad in warmem 
Wasser, darauf werden aus einem angestochenen Finger ein paar (zwei bis 
drei) Tropfen Blut mit Bangschem Papier aufgefangen und mit der Torsions- 
wage abgewogen. 100 mg Blut ergeben die besten Resultate. (Wenn keine 
Torsionswage zur Verfiigung steht, werden wir das Blut mit Hilfe einer 


kalibrierten Pipette abmessen und dann auf das Papier ausblasen.) 
Nach dem Eintrocknen des Blutes wird das Papierstiickchen in ein breites 
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(Bangsches) Probierglischen gebracht und 8ccm Uranylacetatlisung 
werden vorsichtig zuflieBen gelassen. Wir lassen jetzt % bis 1 Stunde 
lang stehen. , 

Nach Verlauf dieser Zeit wird das Papier mit Hilfe einer langen 
Pinzette entfernt; die weiteren zur Bestimmung erforderlichen Operationen, 
selbst die Titration, werden ebenfalls in diesem Glaschen verrichtet. Auf 
diese Weise kann man den durch ein etwaiges UbergieBen entstehencen 
Fliissigkeitsverlust, der bei einer Mikromethode von besonderer Wichtigkeit 
ist, vermeiden. 

Nunmehr werden 2 ccm Kaliumferricyanid und 5 cem 0,5proz. Zn S0,,. 
Lésung zugesetzt und darauf 4 Minuten lang im Wasserbad gekocht. Nach 
dem Anséiuern mit einigen Tropfen einer 5proz. Essigséiurelésung tritt 
durch etwa 5 bis 10 Minuten langes Stehenlassen eine Abkiihlung ein. Nach 
dem Erkalten geben wir 1 ccm 5proz. K J-Lésung hinzu, nach etwa 5 Mi- 
nuten langem Warten wird mit Starke als Indikator und n/200 Natrium. 
thiosulfatlésung titriert. Wir nahmen jedesmal auch Blindversuche mit 
gleicher Kochdauer vor. Von der Menge des verbrauchten Na, 8,0, wird 
der mit Blut erhaltene Wert abgezogen und dies mit 0,0177 multipliziert. 
Diese Zahl ergibt den Gehalt des Blutzuckers in Prozenten ausgedriickt. 


Die Modifikation besteht: 

1. in der Kochdauer, 

2. in der Zusammensetzung der einzelnen Lésungen, 

3. in der nach Bang ausgefiihrten Befreiung von EiweiB. 

Zu 1. Nach meinen Erfahrungen erfolgt die Reduktion des Kalium. 
ferricyanids wahrend des Aufkochens binnen 2 Minuten, unabhangig 
von der vorhandenen Zuckermenge. Ein weiteres Au/kochen ist schon 
deswegen nicht zweckentsprechend, da jetzt auch das Ferricyanid eine 
spontane Reduktion erleiden kann. Wird aber die unter ahnlichen 
Bedingungen eingestellte Versuchslésung einem Aufkochen von gleicher 
Dauer unterworfen, so kann der Fehler ziemlich eliminiert werden. 
Die Dauer des Aufkochens hat ebenfalls ihre Grenzen, bei einem Auf- 
kochen von mehr als 6 Minuten kénnten sich bedeutende Differenzen 
ergeben. 

Ich hatte zahlreiche Bestimmungen bei wechselnder Temperatur 
sowie mit verschiedener Dauer des Erwirmens unternommen und 
stellte dabei fest, daB iiber 60° schon die spontane Reduktion des 
Kaliumferricyanids erfolgt, nach 15 Minuten langem Aufkochen war 
das Kaliumferricyanid zum gréBten Teil reduziert worden, wenn seine 
Konzentration mit der von Hagedorn vorgeschriebenen tibereinstimmt. 

Die spontane Reduktion wird nimlich geringer sein, wenn das 
Kaliumferricyanid konzentrierter und die Alkalitat der Lésung gréBer ist. 

Zu 2. Wir geben noch vor dem Aufkochen reichlich Zn SO, hinzu, 
das sich mit dem bei der Reduktion entstehenden Ferrocyankalium 
zu dem unléslichen Kaliumzinkferrocyanid verbindet. Diese Reaktion 
volizieht sich ziemlich langsam, das ZnSO, muB daher noch vor dem 
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Aufkochen beigemengt werden (beim Erwiirmen wird die Reaktion 
ein wenig rascher vonstatten gehen). Wird aber die Bangsche EiweiB- 
fallung angewandt, so muB das Zn SQ, auf jeden Fall vor dem Kochen 
susefiigt werden, damit die Bildung des die Titration stérend beein- 
flussenden Uranferrocyanids verhindert wird. 

Das KJ gaben wir zur kalten Lésung hinzu, da nach Mohr die Aus- 
scheidung von Jod um so langsamer und geringer erfolgt, je warmer und 
verdiinnter die Kaliumferricyanidlésung ist. Ich bonutze daher das Ferri- 
cyankalium in doppelt so starker Konzentration wie Hagedorn und ver- 
diimne es infelgedessen nicht auf 100 cem wie A. Rosenthal. Die Gesamt- 
quantitat der zu untersuchenden Lésungen bleibt auch so die gleiche, das 
Kochen selbst wird gleichmaBiger. (Rosenthal hat namlich aus diesem Grunde 
die Erganzung auf 100 ccm vorgeschlagen.) 

Zu 3. Die Befreiung von Eiwei® hatte ich nach Bang vollzogen, 
wegen der Raschheit, Leichtigkeit und Genauigkeit seiner Methode. 
Der Verlust an Substanz ist ein bedeutend geringerer als bei anderen 
Verfahren. 

Die Bestimmungen hatten wir mit verschiedenen Zuckerlésungen 
sowie mit Menschen- und Tierblut unternommen. Beim Vergleich 
unserer Methode mit der Bangschen Mikromethode und dem Bertrand - 
schen Makroverfahren erhielten wir bedeutend genauere Ergebnisse 
als mit diesen beiden Verfahren. Seit etwa 2 Jahren fiihren wir in 
dieser Weise Blutzuckerbestimmungen aus und konnten dabei fest- 
stellen, daB bei hohen Zuckerwerten die gleiche Genauigkeit wie bei 
niedrigen Konzentrationen erzielt werden konnte. So war es méglich, 
bei Coma diabeticum das infolge Insulinbehandlung eintretende Ab- 
sinken des Blutzuckers von Stufe zu Stufe zu verfolgen, im Gegensatz 
zum Bangschen Verfahren, das stets verschiedene Resultate ergab. 
Das Herabsinken des normalen Blutzuckers konnte dabei ebensogut 
wahrgenommen werden. 

Das Verfahren selbst bedarf, im Gegensatz zur Bangschen Methodik, ' 
keiner besonderen Ubung und hangt nicht in solchem MaBe von der 
Dauer des Kochens und dem Wirmegrad ab. Man braucht nicht 
einzeln aufzukochen, es kénnen daher auch noch mehrere Bestimmungen 
vorgenommen werden. 

Benétigte Reagenzien. 1. Uranylacetatlésung nach Bang. 2. Ferri- 
ecyankaliumlésung: 100g Na,CO, + 3,3g K,Fe(CN),. 3. 0,5proz. 
InSO,. 4. 5proz. KJ. 5. Sproz. Essigsiure und n/200 Na,8, Ox. 


Literatur. 


Hagedorn, diese Zeitschr. 185, 449, 1923. — A. Rosenthal, ebendaselbst 
138, 449, 1923. — Bang, Mikromethoden zur Blutuntersuchung. 
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Schilddriise und pramortale Stickstoffsteigerung 
beim Hungertier. 


Von 
Ernst Mangold. 


(Aus dem tierphysiologischen Institut der Landwirtschaftlichen Hochschule 
Berlin.) 


(Eingegangen am 27. November 1925.) 


Der EiweiBumsatz des hungernden Siugetieres, wie er von zah- 
reichen Autoren, besonders beim Hunde, Kaninchen und Menschen durch 
Bestimmung des Stickstoffs im Harn, friiher des Harnstoffs, unter. 
sucht wurde, zeigt einen Verlauf, der sich keineswegs fiir alle Fiille in 
ein einfaches Schema bringen laBt!). Die N-Ausscheidung kann Steige- 
rungen, zeitweiliges Gleichbleiben und Abnahmen erfahren, so daf} ihre 
Kurve nur selten einen stetigen, meist aber einen vom ersten Tage bis 
zum Hungertode mehr oder weniger schwankenden Ablauf zeigt 
Folgende Méglichkeiten kénnen sich in der verschiedensten Weise 
miteinander kombinieren : i 

1. Am ersten Tage.eine individuell sehr verschiedene N-Aus- 
scheidung, deren GréBe von C. Voit*) in ihrer Abhingigkeit von der 
vorausgegangenen Ernahrung erkannt wurde. 

2. Etwa vom zweiten oder dritten Hungertage an eine Abnahme 
der N-Ausscheidung; sie wird auf den nunmehr beendeten Verbrauch 
des noch von der Nahrungsaufnahme herriihrenden_,,zirkulierenden“ 
EiweiBes und den Schutz des OrganeiweiBes durch die Kohlenhydrate 
zuriickgefiihrt ')*). 

3. Etwa vom vierten bis sechsten Tage an oder schon friiher 
eine Steigerung; diese wird auf den beendeten Verbrauch des grébten 
Teils des Glykogenvorrats bezogen, nach dessen Versagen als Eiwei!- 
schiitzer bereits OrganeiweiB in héherem MaBe angegriffen wird *). 


1) Vgl. auch Morgulis, Hunger u. Unterernéhrung, 8. 131, Berlin 1923. 

2) C. Voit, Zeitschr. f. Biol. 2, 310, 1866. 

3) Prausnitz, ebendaselbst 29, 151, 1892; May, ebendaselbst 30, 16, 1894. 

*) Derselbe, Miinch. med. Wochenschr. 1891, S. 319; Zeitschr. f. Biol. 
29, 151, 1892. 
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4. Hiernach erneute Abnahme, die mit einem gesteigerten Eintritt 
der zunéichst schwerer zuginglichen, eiweiBschiitzenden Fettvorrite 
in den Stoffwechsel in Zusammenhang gebracht wird. 

5. Weitere allmahliche Abnahme oder 

6. Einstellung auf eine lingere Zeit gleichbleibende tagliche 
N-Ausscheidung. 

7. Erneute Steigerung, die allmaihlich zunimmt. 

8. Rapide Steigerung in den letzten Tagen vor dem Hungertode. 

Da die unter 1 bis 3 angefiihrten Phasen von der letzten Ernihrung 
und der Kérperbeschaffenheit zu Beginn des Hungerzustandes ab- 
hangen und daher individuell sehr verschieden auftreten oder mehr 
oder minder ganz ausfallen kénnen; da ferner in manchen Fillen schon 
von Anfang an eine stetige Abnahme oder aber allein eine allmahliche 
Zunahme bis zur letzten rapiden Steigerung beobachtet wird ; da endlich 
auch die letztere gelegentlich ausbleiben kann, so geben die aufgezahlten 
Phasen nur ein ungefihres Bild von den Méglichkeiten, den Verlauf 
der N-Ausscheidung beim Hungertiere in einzelne Perioden einzuteilen. 

Unter diesen beansprucht die letzte Periode, die durch eine mehr 
oder minder rapide Steigerung der N-Ausscheidung gekennzeichnet ist, 
in theoretischer und praktischer Beziehung ein besonderes Interesse, 
weil sie es ist, in der diejenigen Verainderungen des Organismus ein- 
treten, die letzten Endes zum Hungertode fiihren, und weil daher die 
Erforschung dieser Periode und der in ihr auftretenden Verinderungen 
des Stoff- und Kraftwechsels die Erkenntnis der physiologischen Be- 
dingungen des Hungertodes eréffnet. 

Die Lehre von dieser prdmortalen Stickstoffsteigerung geht experimentell 
auf Frerichs') zuriick, der bei einem Kaninchen am dritten Hungertage 
eine gréBere Harnstoffausscheidung beobachtete und als krankhaft aus den 
Fieberbewegungen erklarte, die er vor dem am vierten Tage eintretenden 
Hungertode annahm. C. Voit?), dem bei einer Katze in den letzten Hunger- 
tagen eine Steigerung der Harnstcffausscheidung auffiel, wies dann auf 
die Abhangigkeit der Eiwei8zersetzung vom Fettbestande des Hungertieres 
und darauf hin, daB die Wirkung der Fettabnahme erst spater hervor- 
treten kann, wenn sie schon sehr bedeutend geworden und dann noch 
geniigend Fleisch vorhanden ist. Auf dieser Anschauung fuBend, hat, 
nachdem die praimortale N-Steigerung noch von Falck*) an Hunden, von 
Schimanski*) an Hiihnern beobachtet, und von Rubner®) mehrfach an 
Kaninchen bestaétigt war, letzterer den zeitlichen Zusammenhang der 


N-Steigerung mit dem fast vélligen Schwinden der Zersetzung des bis dahin 
den EiweiBverlust in Schranken haltenden Fettes betont, und besonders 


1) Frerichs, Miillers Arch. f. Anat. u. Physiol. 1848, 8. 469. 

2) C. Voit, Zeitschr. f. Biol. 2, 326, 1866. 

3) F. A. Falck, Beitr. z. physiol. Hyg., Pharm. u. Toxikol. 1, 1, 1875. 
*) H. Schimanski, Zeitschr. f. physiol. Chem. 8, 396, 1879. 

5) Rubner, Zeitschr. f. Biol. 17, 232, 1881. 
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E. Voit') den Satz verfochten, daB die Verarmung des Kérpers an Fett 
die Ursache der N-Steigerung sein miisse. Auch May*), Kaufmann®) und 
Reichert*) sind dafiir eingetreten, daB der Zeitpunkt, an dem der schroff 
in die Héhe gehende EiweiBabbau das nahe Ende anzeigt, davon abhangt, 
wann das zur Verfiigung stehende Fett eingeschmolzen ist und nun fast 
ausschlieBlich EiweiB in Zerfall gerat. 


Demgegeniiber hat F.N.Schulz') betont, da8 die priamortale N. 
Steigerung wohl unter Umstanden durch die eingetretene Fettarmut, 
meistens aber nur durch einen relativen Fettmangel, daneben aber noc 
durch andere Faktoren, besonders durch einen Zerfall von Kérperzellen 
bedingt sein kénne, deren Reste in den Saftestrom gelangen. Schulz weist 
darauf hin, da8 der letzte rapide Krafteverfall nicht allein durch den ein 
tretenden Mangel an Energievorrdten, sondern dem ganzen Eindrucke 
nach durch eine wesentliche Schddigung der vorher noch funktionsfahigen 
Muskelsubstanz bedingt sein miisse. Auch in gemeinsam mit mir, Stiibel 
und Hempel durchgefiihrten erneuten Hungerversuchsreihen an Hunden 
konnte F. N. Schulz*) dartun, da8 fiir den EiweiBumsatz im Hunger und 
besonders fiir seine abnorme pramortale Steigerung neben der Beziehung 
zum Fettvorrat auch noch andere Dinge maBgebend sein kénnen’). Be. 
sonders die enorme Erholung durch eine voriibergehende, an sich unzu- 
reichende Fleischnahrung, die einen Hund nach dem Hungerkollaps zu 
einem weiteren, 62 Tage langen Hungern befahigte, befestigte die Anschauung 
von Schulz*), daB Autointoxikationen am Schlusse des Hungerzustandes 
ihren Einflu6 auf den Stoffwechsel und besonders den EiweiBumsatz ausiiben. 
Er denkt sich diese Vergiftungen durch eine Schadigung der wichtigen 
Stoffwechselorgane, z. B. der Leber, infolge des Fortfalls des Nahrungs. 
reizes bedingt, daher die Vergiftungserscheinungen nach Darreichung 
geringer Nahrungsmengen wieder verschwinden®). Jedenfalls miisse, wie er 
schon friiher hervorhob*), auch wenn sich die Hypothese vom pramortalen 
Zellenzerfall nicht erweisen lasse, doch auch an innere Ursachen gedacht 
werden, die ahnlich wie beim Fieber einen gesteigerten EiweiSumsatz 
hervorrufen. Auch Voit'®) sah neben dem Fettmangel als Ursache des 
Hungertodes entweder eine Leistungsunfahigkeit aller Kérperteile oder die 
Schadigung, besonders die Abnahme der Zellmasse, einer kleinen Anzahl 
lebenswichtiger Organe, des Gehirns, des Herzens usw. an. Zuntz") und 


1) BE. Voit, Zeitschr. f. Biol. 41, 571, 1901. 

2) R. May, ebendaselbst 30, 1, 1894. 

3) M. Kaufmann, ebendaselbst 41, 74, 1901. 

*) Reichert, Zeitschr. f. exper. Pathol. u. Therap. 5, 750, 1909. 

5) F. N. Schulz, Pfliigers Arch. 76, 379, 1899. 

6) F.N. Schulz und E. Mangold, H. Stiibel und E. Hempel, Pfliigers 
Arch. 114, 419, 1906. 

7) Die Auffassung von Schulz ist in der Arbeit von Schén in Cremers 
Beitr. z. Physiol. 3, 172, 1925 durch Schreibfehler irrtiimlich wiedergegeben; 
es mu8 dort mehrmals statt Eiwei8 Fett und einmal statt Fett Eiweil 
heiBen. 

8) F. N. Schulz, Pfliigers Arch. 114, 462, 1906. 

®) Derselbe, Zeitschr. f. Biol. 41, 368, 1901. 

10) BE. Voit, ebendaselbst 41, 502, 1901. 

1) Zuntz, Loewy, Miiller, Caspari, Héhenklima u. Bergwanderungen, 
S. 284. Berlin, Bong u. Co., 1906. 





Tig 
der 
youn 
proc 
unte 
Erfa 
Koll 
der 
sei, 
kon! 
unte 
den 
Aucl 
Ans« 
ents' 
einz 
weis 


Man 
gemé 
Rud: 
tiefe 
aus ¢ 
nach 
der ¢ 
wobe 
auto 
infol 
der | 


kraft 
dara 
driis 
bei 1 
zur 
einer 
zusteé 


punk 


Ther 


1911 








Fett 
) und 
chroff 
langt, 
1 fast 


le N. 
rmut, 
noch 
zellen 
Weist 
nh ein 
rucke 
higen 
Stitbel 
inden 
r und 
*hung 

Be. 
unzu- 
oS ZU 
yung 
andes 
iiben. 
tigen 
ungs- 
‘hung 
vie er 
‘talen 
dacht 
nsatz 
p des 
or die 
nzah! 
} und 


iigers 
mers 


aben; 
iweib 


ngen, 





Schilddriise und pramortale N-Steigerung beim Hungertier. 18] 


Tigerstedt') schlossen sich der Autointoxikationshypothese zur Erklérung 
der pramortalen N-Steigerung an; ersterer unter Hinweis auf das Auftreten 
yon mangelhaft verbrannten und in den Geweben aufgespeicherten Abbau- 
produkten von EiweiSsubstanzen, wie es auch durch Sauerstoffmangel 
unter der Einwirkung des Hochgebirgsklimas bei der Bergkrankheit seinen 
Erfahrungen gema&i8 vorkommt; letzterer unter Hinweis auf die schon von 
Koll?) und Schulz*) vertretene Méglichkeit, daB die Zersetzungsfahigkeit 
der durch den Hunger geschadigten Kérperzellen fiir das Fett vermindert 
sei, was eben durch jene selbst vergiftenden Substanzen verursacht sein 
kénne. Die Zuntzsche Anschauung wird auch durch serologische Ferment- 
untersuchungen von Jobling und Peterson *) gestiitzt, die fiir eine Anhéufung 
den Organismus vergiftender Eiwei8produkte im Hungerzustande sprechen. 
Auch Abderhalden, von Noorden und Caspari*), Morgulis*) haben sich der 
Anschauung angeschlossen, daB toxische Produkte wahrend des Hungers 
entstehen kénnen. Wie erwahnt, wurden von Schulz und E. Voit auch schon 
einzelne lebenswichtige Organe als die besonders geschadigten vermutungs- 
weise genannt. 

Ein ganz bestimmtes Organ, nimlich die Schilddriise, haben nun 
Mansfeld und Hamburger’) fiir die pramortale N-Steigerung verantwortlich 
gemacht, zum Teil wohl unter dem EinfluB der Arbeit von Eppinger, Falta, 
Rudinger*), wonach der HungereiweiBumsatz schilddriisenloser Hunde 
tiefer liegt als der normaler Hunde. Mansfeld und Hamburger schlossen 
aus einigen Versuchen an Kaninchen, bei denen die pramortale N-Steigerung 
nach Schilddriisenexstirpation in geringerem MaBe auftrat, auf eine Rolle 
der Schilddriise bei der pramortalen N-Steigerung des normalen Hungertieres, 
wobei die Méglichkeit erwogen wird, daB die im Tierkérper entstehenden 
autotoxischen Substanzen direkt, oder durch Hemmung der Oxydationen 
infolge Séuerung des Organismus, die Schilddriise reizen, wodurch dann 
der gesteigerte EiweiBzerfall zustande kame. 

Die Unzulanglichkeit dieser letztgenannten Versuche und ihrer Beweis- 
kraft ist eingehend durch Hari*) dargelegt und besonders durch Hinweis 
darauf erwiesen worden, daB jede Form der N-Ausscheidung der schild- 
driisenlosen Tiere und auch das Fehlen der pramortalen Steigerung ebenso 
bei normalen Tieren vorkommen kann. 

Trotzdem kommt neuerdings Ehrenberg'®) auf die Mansfeldsche Arbeit 
zuriick und denkt seinerseits an die Méglichkeit, da8 durch das Einsetzen 
einer Autolyse der Schilddriise vor dem Hungertode ein Hyperthyreoidismus 
zustande komme, der vielleicht die pramortale N-Steigerung bedingen kénne. 


1) Tigerstedt, in Nagels Handb. d. Physiol. 1, 388, 1909. 

2) Koll, Die subkutane Fetternéhrung vom physiologischen Stand- 
punkt. Habil.-Schrift, Wiirzburg 1897. 

8) F. N. Schulz, Pfliigers Arch. 76, 384, 1899. 

*) Jobling und Peterson, Zeitschr. f. Immunitaétsforsch. u. exper. 
Therapie 24, 219, 1915. 

5) Caspari, in Oppenheimers Handb. d. Biochem., 1. Aufl., 4, 1, 757, 
1911. 

*) Morgulis, Hunger u. Unterernaihrung, 8. 114. Berlin, Springer, 1923. 

7) Mansfeld und Hamburger, Pfliigers Arch. 152, 50, 1913. 

8) Eppinger, Falta, Rudinger, Zeitschr. f. klin. Med. 66, 1, 1908. 

*) Hari, Pfliigers Arch. 176, 123, 1919. 

”) Ehrenberg, Theoretische Biologie, 8.142. Berlin, Springer, 1923 
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Angesichts dieser verschiedenartigen Einbeziehungen der Schild. 
driise in die Lehre von der priamortalen N-Steigerung schien es 
wiinschenswert, die Frage ihrer Beteiligung dabei durch erneute Ver. 
suche zu kliren. 

Es wurden daher vier gut genihrte Hunde in den Hungerversuch 
eingestellt; bei zwei derselben exstirpierte ich die Schilddriise unter 
Zuriicklassung der Epithelkérperchen, die anderen beiden dienten als 
normale Kontrolltiere. Die N-Bestimmungen im Harn wurden nach 
Kjeldahl durch Tierarzt Schén') ausgefiihrt. Uber die zugleich mit 
der Verfolgung des EiweiBumsatzes angestellten Untersuchungen des 
Gesamtumsatzes mittels des Respirationsversuchs wird Dr. W. Klein 
in der hiernach folgenden Arbeit eingehend berichten. 

Hier sei nur der Verlauf der N-Ausscheidung zusammengefabt, 
wie er sich im einzelnen aus der Tabelle ergibt. 














1. ‘Hund Bello, Terrier, ohne ag 
toe | Detem Schilddriise a 2. Hund Bobby, normal 
Teena | ones N —- een eth _— N — —— 
1. 9. I. —- = 11. T 2,648 11,0 
2. 10. I 1,316 915 12. I 3,427 10,7 
3. 11, I 1,859 8,70 13. I — 10,36 
4. 12. I — 8,30 14. I 4.120 10,12 
5. 13. I 1,316 8,67 15, I 2,755 9,90 
6. 14. I 3,337 8,30 16. I 3,868 9,80 
7. 15. T 3,091 8,30 17. I 3,259 9,70 
8. 16. I 3,718 8,35 18. I 2,083 9,50 
9. 17. I 3,192 8,25 19. I 3,987 940 
10. 18. | 2,620 8,20 20, I. 3,214 9,16 
ll. 19. I 4,300 8,00 21. I. 2,846 8,98 
12, | 20. I. 4,131 7,82 22. I. 3,068 8,85 
13. | 21. 1. 3,304 7,75 23. I 3,024 8.75 
14, || 22, I. 2,128 7,66 24. 1 3,718 8,58 
15. | 23. I 3,808 7,50 35. I 3,046 8,46 
16. 24. I 4,984 7,40 26. I 3,416 8,41 
17. 25. I 4,659 7,30 27. I 3,774 8,16 
18. 26. I 4,816 7, 12 28. I 3,416 7,98 
19. 27. I 4,659 6.98 29. I 3,920 781 
20. 28. 1 5,017 6,76 30. I 3,953 77 
21. 29. I 6,462 6,55 | 31. I. 3,158 754 
22. 30. 1 7,324 6,50 | 1. IL 2,800 7,35 
23. | 31. I. 8,948 6,35 2. IL. 3,808 7,30 
24. 1. Il. Exitus 6,15 3. IT. 4 368 7,15 
25. | 4.1L) 3,270 7,00 
26. 5. II.) 4,200 6.70 
27. 6. IT. 6,574 6.54 
28. 7. IL. 5,846 6,40 
29. 8. II. Exitus 


1) A. Schén, Cremers Beitr. z. Physiol. 3, 165, 1925. 
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—_ 


eengorng Datum 

tur 5. um —— 

4. Hund N-Menge Kérpergewicht N- Menge Korpergewicht 
1925 8 kg 8 kg 


3. Hund Lotte, Terrier, ohne 4. Hund Juno, Pinscher, 
Schilddriise normal 





3. IIT. 2,968 6,90 2,195 6,70 
. I. 4,301 6,50 2,285 6,40 
. U1. 4,099 6,10 2,834 6,20 
. TI. 5,085 5,90 3,013 6,10 
. OF 4,928 5,80 3,315 5,95 
- I. | 5,676 5,73 3,864 5,85 
. IIL 5,240 5,50 4,278 5,60 
. ILL. 5,667 5,40 4,513 5,47 
. UL. 7,218 5,30 4,995 5,32 
. I. 8,333 5,00 6,048 5,20 
. Ut. — 4,80 7,258 5,00 

_ 4,70 


Der Verlauf kann in allen vier Fallen als grundsatzlich gleich 
bezeichnet werden, und es lat sich bei einem Vergleich der einzelnen 
Versuche nichts herauslesen, was auf ein unterschiedliches Verhalten 
der schilddriisenlosen Tiere gegeniiber den normalen hinweist. Das 
an Kérpergewicht schwerere Paar, je ein thyreoprives (Nr. 1) und 
ein normales Tier (Nr. 2), haben den Hungerzustand doppelt bzw. 
iiber doppelt so lange ausgehalten als die beiden leichteren Hunde 3 
und 4, darunter ebenfalls ein operierter (Nr. 3). Bei allen liegt das 
N-Minimum am Beginn des Versuchs und steigt die N-Ausscheidung 
fortdauernd bis zum Ende. Bei zwei Tieren, einem operierten (Nr. 1) 
und einem normalen (Nr. 4) ist die Steigerung in den ersten Tagen 
sehr gering, bei einem anderen (Nr. 3) beginnt sie deutlich schon am 
vierten Tage; bei den kiirzer lebenden ist sie schon am sechsten Tage 
betrachtlicher, bei den langer lebenden wird sie es erst am elften Tage 
(Nr. 1) bzw. halt sich die N-Ausscheidung langere Zeit auf gleicher 
Héhe (Nr. 2). 

Bei allen vier Hunden ist in den letzten 2 bis 3 Tagen ein schnellerer 
weiterer Anstieg, eine typische pramortale N-Steigerung festzustellen. 
Wollte man ihren Verlauf im einzelnen vergleichen, so kénnte man eher 
sagen, daB sie bei den thyreopriven Tieren 1 und 3 mit gréBeren Spriingen 
von Tag zu Tag auf héhere Zahlen kommt als bei den normalen. Keines- 
falls aber ist eine Andeutung dafiir vorhanden, da8 die pramortale 
N-Steigerung bei den schilddriisenlosen Tieren in geringerem Mabe 
auftritt. Hiergegen kann auch nicht unter Berufung auf Eppinger, 
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Falta, Rudinger') und andere Erfahrungen eingewendet werden, caf 
die Epithelkérperchen vikariierend eingetreten seien. Denn wenn auch 
bei Hund 1 der Hungerversuch erst 7 Monate nach der Schilddriisen. 
exstirpation begann und bei der Sektion ein Epithelkérperchen einen 
etwas vergréBerten Eindruck machte, so lag doch der Versuchsbeginn 
bei Hund 3 schon 5 Wochen nach der Operation und der Verlauf war 
doch grundsitzlich der gleiche. 

Beziiglich der Vergleichung des Verlaufs der N-Ausscheidung bei 
verschiedenen Tieren sei noch auf eines hingewiesen. Das Uberblicken 
einer derartigen Zahlenreihe, wie sie den Verlauf der taglichen N-Aus. 
scheidung darstellt, ist mit einem unvermeidbaren Mangel behaftet, 
der sich auf das Verhaltnis zum jeweiligen Kérpergewicht und seiner 
taglichen Abnahme wihrend des Hungerversuchs bezieht. Die all- 
mihliche Zunahme der N-Werte ist tatsichlich eine viel steilere, als 
sie nach der Zahlenreihe erscheint, da ja schon ein Gleichbleiben der 
N-Werte bei standig abfallendem Kérpergewicht eine tagliche Steigerung 
der N-Ausscheidung bedeutet. In ahnlichem Sinne hat sich bereits 
Hari*) kritisch geiuBert. 


Trotzdem wird zweckmaBigerweise davon Abstand genommen, 
einen Quotienten aufzustellen und taglich zu berechnen, der die N-Aus- 
scheidung zum Kérpergewicht oder zur taglichen Gewichtsabnahme in 
Beziehung setzt, da das Gewicht durch die tagliche, wahrend des ganzen 
Versuchs dem Tiere nach Belieben gestattete Wasseraufnahme uni 
seine physiologischen Wasserverluste in einer ohne weitere umfassende 
MaBnahmen unkontrollierbaren Weise beeinfluBt wird. In diesem 
Sinne hat auch schon C. Voit*) auf die Unzulanglichkeit der Reduktion 
der GréBe von Exkreten auf gleiches Kérpergewicht oder auf die 
Gewichtsabnahme bei Hungerversuchen hingewiesen. 


Auch die von Rubner*) gelegentlich angewandte Reduktion des 
N-Verbrauchs auf 100 Teile des im Kérper vorhandenen N hat sich 
wohl infolge der Unsicherheit der Berechnung des letzteren fiir Hunger- 
versuche nicht eingebiirgert. Wohl aber werden éfters zur Abkiirzung 
der Tabellen Mittelwerte aus einzelnen, mehr oder minder willkiirlich 
abgegrenzten Perioden fiir die N-Ausscheidung angegeben. Hari’) 
hat bereits darauf hingewiesen, daB auch diese Betrachtung aus ahnlichen 
Griinden unzulanglich ist, und daB nur der Uberblick des ganzen Verlaufs 
ein richtiges Bild gibt, das, wie wir hervorhoben, seinerseits auch noch 
mit einer Unvollkommenheit des Eindrucks behaftet ist. 


1) Eppinger, Falta, Rudinger, Zeitschr. f. klin. Med. 66, 1, 1908. 
*) Hari, Pfliigers Arch. 176, 162, 1919. 

3) C. Voit, Zeitschr. f. Biol. 2, 342, 1866. 

*) Rubner, ebendaselbst 17, 222, 1881. 
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Von groBer Bedeutung dagegen, besonders auch gerade zur Auf- 
klarung des Wesens der primortalen Steigerung, sind differenzierende 
Analysen der einzelnen N-Substanzen im Harn, wie sie von Howe, 
Matill und Hawk')*), Morgulis, Edwards*) wu. a. ausgefiihrt wurden 
und die unter anderem wahrend der pramortalen Steigerung einen 
Anstieg des Kreatin- und Abfall des Kreatininstickstoffs ergaben. 

Auf diesem Wege wiirde sich auch die autotoxische Natur des Hunger- 
odes im Sinne von F. N. Schulz gewi® niher begriinden lassen. Auch 
msere Versuche sprechen fiir die Richtigkeit dieser Auffassung. Hierzu 
sei noch erwahnt, daB Hund 1 bei der Sektion eine starke Gallen- 
stauung aufwies, und am Tage vor dem Exitus, ebenso wie Hund 4 
nach dem Abbrechen des Hungerversuchs, einen diinnfliissigen, stark 
gallig verfarbten Kot abgab. Hund 3 zeigte vollkommen das Bild einer 
Vergiftung, indem er am letzten Versuchstage unter plétzlich auf- 
tretender hochgradiger Schwache eine gallig schleimige Masse erbrach ; 
durch Sondenfiitterung mit 100 ccm einer Traubenzuckerlésung mit 
einem Ei und 2g Citronensiiure (nach W. Klein) zeigte er dann 
bereits nach 4 Stunden eine sichtliche Kraftigung, die ihn, ebenso 
wie die gleichen MaBnahmen bei Hund 4, bei weiterer vorsichtiger 
Fitterung schon in einigen Tagen zu einem normalen Befinden 
zuriickfiihrte. l 


Es kénnen also nicht allein die Aufzehrung der stickstofffreien Re- 


serven und ein bestimmter Verlust an Organeiweif sein, die den Hungertod 
verursachen. So diirfen wir auch in unseren Versuchen eine Stiitze 
der F. N. Schulzschen Anschauungen sehen. 


Beilaufig sei auf Grund der hier wiedergegebenen Versuche auch 
noch hervorgehoben, daB sich aus ihnen kein Hinweis auf die lebens- 
verlingernde Wirkung der Thyreoidektomie beim Hungertier ergibt, 
wie sie Marinesco und Parhon*) auf Grund einiger weniger Kaninchen- 
versuche glaubten annehmen zu diirfen, und wie sie auch von Hari®) 
in Betracht gezogen wird. 


Zusammenfassung. 


Vergleichende Versuche an zwei Hunden, denen die Schilddriise 
exstirpiert wurde, und an zwei normalen Hunden ergaben keinen 
Anhaltspunkt dafiir, daB die Schilddriise den Verlauf der Stickstoff- 


1) Howe und Hawk, Journ. of the Amer. chem. soc. 38, 215, 1910. 

2) Howe, Matill, Hawk, Journ. of biol. Chem. 10, 417, 1911; 11,-103, 
1912. 

3) Morgulis, Hunger u. Unterernihrung. Berlin 1923. 

*) Marinesco und Parhon, C. r. de la soc. de biol. Paris 67, 146, 1909. 

5) Hari, Pfliigers Arch. 176, 165, 1919. 
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ausscheidung beim Hungertier beeinfluBt. Derselbe war in allen Filey 
grundsatzlich der gleiche; es trat auch jedesmal eine typische pri. 
mortale Stickstoffsteigerung im Harn auf. 

Der Verlauf der Versuche sprach deutlich im Sinne der Lehre yon 
F. N. Schulz fiir das Auftreten einer Autointoxikation als Ursache fiir 
die pramortale Stickstoffsteigerung und fiir den Eintritt des Hunger. 
todes. 

Hunde kénnen durch eine wenige Stunden vor dem Hungertode 
verabreichte, in geeigneter Weise zusammengesetzte Fiitterung am 
Leben erhalten werden. 
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Respirationsversuche an Hungerhunden mit und ohne 
Schilddriise. 


Von 
W. Klein. 
(Aus dem tierphysiologischen Institut der Landwirtschaftlichen Hochschule 
Berlin.) 


(Eingegangen am 27. November 1925.) 


Bei den in der hier vorausgehenden Abhandlung zu den Stoff- 
wechselversuchen verwendeten vier Hunden wurden auch Respirations- 
versuche angestellt. Sie wurden mit dem Zuntz-Geppert-Apparat durch- 
gefiihrt. Die Hunde waren dabei, abgesehen von den ersten beiden 
Hungertagen, ruhig; gegen das Ende der Hungerperioden rollten sie 
sich in typischer Form zusammen, wihrend sie sonst langgestreckt 
auf der Matratze lagen. 

Untersuchungen iiber den Energieumsatz eines Hundes bei 
chronischer Unterernihrung liegen von Zuntz und Morgulis*) vor. 
Die Versuche wurden nach dem Regnault- Reiset-Prinzip iber 24 Stunden 
durchgefiihrt. Die Warmeproduktion betrug bei einem Kérpergewicht 
von 10kg im niichternen Zustande vor Beginn der Unterernihrung 
931 Cal pro lqm. Nach einem Gewichtsverlust. von 46 Proz. wurden 
762 Cal produziert, 4 Wochen spiter nach 50proz. Gewichtsverlust 
630 Cal pro lqm. Nach weiteren 8 Wochen wurden wieder zwei 
Respirationsversuche angestellt. Die Warmeproduktion ergab im 
ersten Versuch 849 Cal, im zweiten 921 Cal bei einer Kérpertemperatur 
von 37°. Der Hund ging 3 Wochen nach diesen Versuchen ein. Die 
Koérpertemperatur war auf 35,2° gefallen. 

Der Energieverbrauch pro 1 qm Oberfliche sank demnach in 
jenen Versuchen von einem Anfangswert von 931 Cal bei 10 kg Kérper- 


1) N. Zuntz, EinfluB chronischer Unterernaéhrung auf den Stoffwechsel 
Versuch von Morgulis und Diakow). Diese Zeitschr. 55, 353, 1913. 
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188 W. Klein: 


gewicht bis auf ein Minimum von 630Cal beim halben Gewicht, wy» 
gegen SchluB des Lebens bei 4,1 kg Gewicht wieder auf 921 Cal 2 
steigen. 

Das Sinken der Oxydationsvorginge steht im Einklang mit 
manchen Erfahrungen an lange hungernden Menschen.  Fiir diese 
prdmortale Stoffwechselsteigerung konnte Zuntz keine Erklarung geben, 
bringt sie aber, was ja naheliegt, in Beziehung zur prdémortalen Sticksto/j. 
steigerung. Es sollte hierin eine spezifisch-dynamische EiweiBwirkuny 
zum Ausdruck kommen. Bei diesen Versuchen wurden keine N-Be. 
stimmungen gemacht, so da die Erklarung rein hypothetisch ist 

Betrachtet man die Ergebnisse unserer Respirationsversuche 
(Tabelle I, Ll, III, IV), so méchte ich vor allem auf die Sauerstoff. 
aufnahme pro 1 qm Oberfliche etwas niher eingehen. Ich habe diese 
Werte nur zum Teil in Kalorien umgerechnet, weil bei den immer 
wieder beobachteten niederen Respirationsquotienten, die im Hunger 
bis 0,57 sanken, der Kalorienwert von 1 Liter Sauerstoff ungenau ist 
Diese Werte steigen gegen das Ende der Hungerperioden und mit 
Beginn des starken Eiweifzerfalls bis auf 0,69 bzw. 0,72 an. Es hat 
also die stirkere Einbeziehung von KérpereiweiB in den oxydativen 
ProzeB den niedrigen respiratorischen Quotienten erhéht. Dagegen 
diirften alle vier Versuche eindeutig ergeben, daB gerade in den Tagen 
der prdmortalen Stickstoffsteigerung eine Erhéhung des Sauerstoj- 
verbrauchs, also auch eine Erhéhung des Stoffwechsels sich nicht bemerkbar 
macht. Am vorletzten Tage der Hungerperioden sinkt er bei Hun! 
Bobby und Lotte sogar merklich ab, bei Bello einige Stunden vor dem 
Tode sogar um 50 Proz. Eine spezifisch-dynamische Wirkung ist bei 
der Einschmelzung des Kérpereiweifes nicht in Erscheinung getreten 

Auch im Hinblick auf den Verlauf der erwahnten Versuche von 
Zuntz und Mitarbeiter mu8B hervorgehoben werden, daB bei unseren 
Versuchstieren in der Zeit der Hungerperiode iiberhaupt ein Wieder- 
anstieg des O,-Verbrauchs nicht stattfand, daB dieser Sauerstoffverbrauch. 
auch ohne jenen von‘ Zuniz und Morgulis angegebenen anfanglichen 
steilen Abfall, vollkommen stetig abnahm'), um erst am letzten Tage 
dann stark abzufallen. Dieser letzte Abfall diirfte durch das priletale 
Absinken der Kérpertemperatur bedingt gewesen sein (z. B. 35° bei 
Hund Bello). 

Ein Unterschied in der Sauerstoffaufnahme zwischen den schild- 
driisenlosen Hunden und dem Schilddriisenhund Bobby besteht nicht. 
Nur der Hund Juno mit Schilddriise hat einen héheren Verbrauch, 


1) Nur Hund Bobby hat am 3. und 4. Februar zu Beginn der pra- 
mortalen Steigerung einen etwas gesteigerten O,-Verbrauch, der dann 
wieder am 6. Februar den alten Wert erreicht (Unruhe ?). 
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was sich aber auch schon in den Respirationsversuchen vor dem Hunger- 
versuch zeigte. Wiahrend namlich die beiden schilddriisenlosen Hunde 
Bello“ und ,,Lotte“ in der Hungerperiode im Mittel 160 bis 170 Liter 
aufnehmen, und der Schilddriisenhund ,,Bobby“ ebenfalls 170 Liter, 
betragt die Aufnahme bei dem Schilddriisenhund Juno 199 Liter. (Die 
Mittel wurden derart gezogen, daB die ersten Versuche der Hungertage 
und ebenso die letzten mit ihren auBerordentlich niedrigen Werten 
nicht mit einbezogen wurden. In den Tabellen sind die zum Mittel 
genommenen Werte in Spalte 10 kursiv gesetzt.) 


Vielleicht macht sich in der Atemfrequenz bei schilddriisen- 
losen und normalen Tieren ein Unterschied bemerkbar, in dem 
Sinne, daB bei den schilddriisenlosen Hunden eine geringere Zahl 
von Atemziigen (4 bis 5) pro Minute gezihlt wurde als bei den 
normalen (5 bis 7). 


Die in den Tabellen nicht enthaltenen Atemluftanalysen ergeben 


bei Bello am 23. ... . . 4,27 Proz. CO, 
a... BSE. SS 
ek ss.ee eo Se te: 
( letzten Tag . 2,74 CO,)) ohne Schilddriise 

bei Lotte by in ame oes 0 a co, 
. 381 , CO, 
pi ake % , CO, 
bei Beeey . TL ...4.4 , CO, 
co, 
co, 
>: CO, |; mit Schilddriise 
bei Juno ,, : en lk . CO, 
) are , Co, 
SS: ee , CoO, 





Wollte man aus diesen Zahlen auf die alveolare CO,-Spannung 
schlieBen, so wiirde man, wie ohne weiteres ersichtlich, auch keinen 
Unterschied zwischen einem schilddriisenlosen und normalen Hund 
finden. Bei Juno finden sich Werte, die denen von Bello, und bei 
Bobby, die denen von Lotte entsprechen. 


Zusammenfassung. 


Respirationsversuche an zwei schilddriisenlosen und zwei normalen 
Hunden im Hungerzustande ergaben einen geringen stetigen Abfall 
der Stoffwechselintensitat bis zum letzten Tage. Erst mit dem machtigen 
Absinken der Kérpertemperatur (bis 35°) stiirzt dann auch die Warme- 
bildung. Ein EinfluB der beginnenden primortalen EiweiBeinschmelzung 
laBt sich an der Sauerstoffaufnahme im Sinne einer Steigerung mit 
Sicherheit nicht nachweisen. 
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190 W. Klein: 
Tabelle I. Respirationsversuche, angestellt bei einer Zimmertempera: ur 
von 17,6 bis 22°. Hund Bello, ohne Schilddriise. 
sij se, |482 G2 ; +§F. Ba. 38¢ dee = 
e |) 52 | $8 Boe F22 E | sh | gS eg 85s 
2 |'§ 8: | ge ff G82 38 &E |ES= 85 £25 ¢ 
s & 3: = 35. See 8 Ploegh Sea SoH § 
a §/ 38 | Go idstizo* 83 | g% | £82 2.0 26 3 
=z “2 s8£ oes SE 3F "Es GES SEX = 
“lez - of a |4e"\~ a 
1924 Liter com com < <™ Liter Liter kg 
5. XII. | 1240 11 | 566 65,7 086 4608 877.9 946 180,0 10.200 
1925 | 
6. I. (0,991, 10 | 43,9 61,6 0,71 416,2| 793.2 88,7 171,010,000 
8. I 1,350 11 | 51,8 70,7 0,73 479,5| 938.0 101,8 200.0 9.800 
9.1 1.) 1,020 11 | 40.1 61,9 0,65 4118/8430 89,1 1826 9.150 
LI | 1,080 10 | 37,1 57,5 064 — | — | 828/1754 > 870 
12. 1,020 8 | 40.1 59,3 0,67 396,0/ 865.0 85.4 187.0 830 
13. I 0,894 6/315 545 058 — | — 78,5 | 172.0) 8300 
15. I 0911, 4 | 321 526 O61 — | — | 75,7 165.7 830 
16. I. /0883 5 | 324 56,7 057 — — | 816 '177,8 8350 
19. I. 11. | 0,829 4/334 550 061 — oo 79,2 177,6 8,000 
20. I. 0,864 4 | 345 523 057 — | — § 753 1710 7,82 
21. I | 0,906 4 | 32,3 488 066 3254 7444 70.2 167.0 7,750 
23. 1 | 0,669 4 | 28,3 434 0,66 2894/6769 62,5 1460 7,500 
24. I | 0,780 4 | 31,8 45,9 0,69 307,2/7248 66,1 1560 7.40 
26. I /0,790 4 | 31,0 45,3) 0,68 3038/7355 65,2 1589 7,120 
27. I 0805 4 | 316 462 068 3096/7595 66.5 1620 6980 
30. I 0,712 4 288 382 0,75 2606 675.0 55.0 1410 6500 
31. I. 0,629 4 251 321 0.78 2203 575.7) 46.2 121.6 6.350 
1, IL.*) 24. 0425 4 116 16,1 6,72 1089 2900 232 62,7 6,150 


*) Dieser Versuch wurde wenige Stunden 
temperatur von 35°. 


Tabelle 11. 


vor dem Tode angestellt bei 


einer Mastdarm: 


Respirationsversuche, angestellt bei einer Zimmertemperatur 


von 18 bis 22,5°. 


Hund Bobby, mit Schilddriise. 





1924 


9. XII. 
16, XII. 


Datum 


Hungertag 


“16, 


| 


Reduziertes 
Atemvolumen 


. 
= 
e 
a 


1,360 
1,650 


1,550 
1,440 
1,020 
1,070 
1,000 
1,130 
1,050 


Atemfrequenz 
pro Minute 


_—S_—  — 
VIAAawmnmnovos ee) 


C Oy»Produk:s 
tion pro Tier 
und Minute 


c 
6 
3 


a 
x 
a 


48,3 


49,1 
45,2 

| 35,1 
33,8 
33,3 

32.7 
33,8 
30,4 
24.3 


or 
e>2 €- 
€22 28 
hed od = 2 
Zen BS 
ce 68 
com 

56,2 | 0,69 
65,6 | 0,74 

| 

79,6 0,62 
73.8 061 
56.2 0.62 
58.3 0,58 
52.0 0.64 
55,5 | 0,59 
53.0 0.64 
45.1 0.67 
34.3 071 


cs ~7 - 
5. (53. 383| 33g 2 
bo oes ELE F°e 2 
&s ~~ te2\ 382 »* 
2% Ess ox | 2 oe E 
SS ums ca™* ca" § 
= Sv 

x ahi Liter _Liter kg 
377,3 7188 81,0! 154,0 | 10,200 
446.4 824.7 94,5| 174.0 | 10,680 
—  — (1146 207,0 | 11,000 
— — | 1063) 2005 | 10,360 
— | — | 810 1639 | 9,40 
— | — | 840 1720 | 9,160 
— | — | 749 1630 | 8,410 
— | — | 80,0 [193}*)| 7,150 
— — | 763) 1870 | 7,000 
300,1 | 7823) 65,0 166.0 | 6.540 
231,8 605.0 49,0 129.0 | 6,400 


*) Nicht zur Bildung des mittleren Wertes benutzt. 
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Tabelle I11. 


Respirationsversuche, angestellt bei einer Zimmertemperatur von 18 bis 23°. 
Hund Lotte, ohne Schilddriise. 





Korpergewicht 
Hungertag 
Reduziertes 
Atemvolumen 
Atemfrequenz 
pro Minute 
CO Produk. 
tion pro Tier 
und Minute 
Ox -Verbrauch 
pro Tier und 
Minute 
Respirations- 
quotient 
o Tier und 
Stunden 
Oz-Verbrauch 
» Tier und 
24 Stunden 
Ox-Verbrauch 
pro qm und 
24 Stunden 


2 
Kal. pro qm und 


24Stdn.(Onerfl mit 
Meeh»Faktor 11,2) 


E Kérpergewicht 


oy 
8s 
Kal. 


1925 


367,2 
419.0 
1. U1. 4363 
2. IIT. 377,3 
6. IL. 47.2 - 5,90 
9. IIT. 233 42.1 wa 
». TI. 7 225 37,7 7 5,40 
mile 0.7 27,2 | 39,5 | 265,0 5.00 
IIL. 13. 0,520 19,3 | 26,8 0,72 | 1814 4.80 
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Tabelle 1V. 


Respirationsversuche, angestellt bei einer Zimmertemperatur von 19 bis 23°. 
Hund Juno, mit Schilddriise. 
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tion pro Tier | 
o Tier und 
Oy+Verbrauch 
pro Ter und 
24 Stunden 
Oo+Verbrauch 
pro Tier und 
1 qm Oberfl 
Kérpergewicht 


Hungertag 
Reduziertes 
Atemvolumen 


Atemfrequenz 
pro Minute 
C OgProduk- 
und Minute 
Og-Verbrauch 
pr 
Respirations- 
quotient 
Kal. rr. Tier und 
2 
Kal. pro qm und 
24 Stdn. 
Faktor 11,2) 


r 
nm 


c 
a 
e 
a 
8 
8 


1925 Liter | Liter 


16, II. 1,340 1025,0 92,4 | 219.6 
20. U1. 1,590 : 1159,0  103,2 | 242.0 
1. 11. 1. 1,570 | 1398,0 | 124.0 | 296,0 
2. TI. 1,680 7 1246.0 110,0 | 264.0 
3. IIL. 0,985 ‘ ; — | 762) 1920 
5. IL. 5. 0914, 8 32, — | 75,0) 199.0 
9. III. 0.881 — | 761 2160 
12. TIL. 0,782, ' (298.0 888,5| 64.0 18910 
13. TI. 13. 0,707 0 8911 623 1970) 
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Beitrige zur Einwirkung des elektrischen Stromes auf Bakterien, 


Von 


Martin Sehieblich und Manfred Schulze. 
(Aus dem veterinar-physiologischen Institut der Universitat Leipzig.) 


(Eingegangen am 27. November 1925.) 


Unter den verschiedenen zur Konservierung griiner Futterpflanzen 
aller Art dienenden Konservierungsverfahren hat in den letzten Jahren 
das Elektrofutterverfahren ganz besonderes Interesse erregt und ist 
vielfach diskutiert worden. Ein Allgemeinurteil iiber den besonderen 
Wert dieses Verfahrens liegt auch heute noch nicht vor, und es gibt 
sowohl begeisterte Anhanger als auch solche, die ihm jedweden Vorteil 
anderen Konservierungsverfahren gegeniiber absprechen. Vom Erfinder 
des Verfahrens, dem Diplomlandwirt Schweizer!), wurde sogar behauptet: 
Vom Anfang des Stromdurchgangs an kann eine Art Lahmung, eine 
Unterbindung allen organischen Lebens in der Pflanzenmasse kon- 
statiert werden“. Auch heute noch werden immer wieder Stimmen 
fiir diese Auffassung laut. Besenders umstritten ist in diesem Rahmen 
die Frage nach der Einwirkung des elektrischen Stromes auf die mit 
dem Griinfutter in den Silo eingebrachten Bakterien. 

Angenommen, das Gelingen der elektrischen Konservierung 
beruhe auf einem spezifischen EinfluB des elektrischen Stromes auf 
diese Bakterien, so wiire auf den ersten Blick der Gedanke bestechend, 
daB der elektrische Strom eine selektive Wirkung ausiibt, derart, dal 
er die fiir das Gelingen der Silage erwiinschten Bakterien nicht schadigt 
und die unerwiinschten im Wachstum hemmt oder sogar abtétet. Dat 
die Verhaltnisse in Wirklichkeit so auBerordentlich giinstig liegen 
sollten, erscheint allerdings von vornherein unwahrscheinlich. Mehr 
fiir sich hat der Gedanke, daB der Strom alle Bakterien gleichmabig 
hemmt, und daB dann beim Ausschalten des Stromes und damit dem 
Aufhéren des hemmenden Einflusses die Temperaturverhaltnisse sich 
derartig gestaltet haben, daB gerade die erwiinschten thermophilen 
Milchsiurebakterien optimale Wachstumsbedingungen  vorfinden, 


1) Schweizer, Die Futterkonservierung, S. 26. 
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wabrend alle anderen unerwiinschten Keime durch die hohe Temperatur 
weiterhin an einer Vermehrung gehindert, ja sogar zum gréBten Teile 
abgetétet werden. Wenn dann schlieBlich die Temperatur wieder sinkt, 
wirde von den inzwischen tippig gewucherten Milchsiurebakterien 
so viel Milchsiure gebildet worden sein, daf nun diese _ ihrer- 
seits bei niederer Temperatur, bei der auch unerwiinschte Keime 
gur Entwicklung kommen kénnen, deren Wachstum unmiglich 
macht. Die elektrische Konservierung wiirde also dann auf drei 
zeitlich aufeinanderfolgenden und durch einander bedingten Faktoren 
heruhen. 

Die Untersuchungen, die von Scheunert und einem von uns [Schieb- 
lich')] tiber die quantitative Bewegung der Bakterienflora im Elektro- 
silo wahrend der Konservierung angestellt wurden, lieBen nun aller- 
dings erkennen, daB von einer Lahmung oder gar Abtétung der Bakterien 
durch den elektrischen Strom keine Rede sein kann. Es findet im 
Gegenteil zunichst infolge Ansteigens der Temperatur eine starke 
Vermehrung der Keime statt, die allerdings spiterhin von einer Ab- 
nahme gefolgt wird, und dies unter Umstanden schon bei Temperaturen, 
die fir bakterielles Leben noch giinstig sind. Die genannten Verfasser 
fiihrten die Ursache dieses Riickgangs auf die Bildung von Milchsaiure 
durch Milchsiurebakterien und den Eintritt anaerober Verhiiltnisse 
zuriick, wodurch viele der urspriinglich vorhandenen Bakterien am 
weiteren Wachstum verhindert und schlieBlich zum Absterben gebracht 
werden. Es ist hier jedoch auch nicht auBer acht zu lassen, daB ein 
Teil der in den Silo eingebrachten Bakterien bereits gegen Temperaturen 
empfindlich ist, die iiber 30° gelegen sind. DaB diese Uberlegungen 
richtig waren, konnten die genannten Verfasser neuerdings stiitzen. 
Bei einem Versuch mit einer neueren Modifikation des Elektrofutter- 
verfahrens, dem Elfu-Grubenverfahren mit Elektrodenstiben, wurde 
zunichst Hand in Hand mit dem Temperaturanstieg wihrend des 
Stromdurehgangs ein Ansteigen der Keimzahl im Futterstock fest- 
gestelit. Nach Unterbrechung des Stromdurchgangs und, wie es dieses 
Verfahren erméglicht, Verwendung der Elektrodenstabe als Heizstabe 
wurde aber dieselbe Abnahme der Keimzahl beobachtet, wie in der 
friiheren Untersuchung. Eine Wirkung des elektrischen Stromes kam 
hierbei als Ursache also nicht in Frage*). 


1) Scheunert und Schieblich, Uber die bei der elektrischen Futter- 
konservierung ablaufenden Vorgange. Ill. Landw. Ztg., Jahrg. 43, Nr. 8, 
1923. 

2) Scheunert und Schieblich, Uber die bakteriologischen Vorginge bei 
der Silofutterbereitung. Tagesfragen der Futtermittelversorgung, dar- 
gestellt auf Veranlassung des Reichsministeriums fiir Ernaihrung und 
Landwirtschaft 1925, 8. 86. 
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Im tbrigen entspricht diese gegeniiber einer spezifischen Wirkuny 
des elektrischen Stromes ablehnende Haltung den friiheren Befuncen 
bakteriologischer Autoren. Insbesondere hatten die in vitro in einwand. 
freier Weise durchgefiihrten Versuche von Thiele und Wolf?) iiber «ic 
Einwirkung des elektrischen Stromes auf Bakterien ein negatives 
Ergebnis. Sie konnten direkt dartun, daB bei einer Stromdichte voy 
0,2 bis 0,3 Amp./em? weder Gleich- noch Wechselstrom, wenn Elektro. 
lyse sowie thermische Einfliisse vermieden wurden, schidlich aut 
Bakterien einwirken. 

Nach Abschlu8B unserer Versuche erschien eine Arbeit von Kleihe,r? 
der Untersuchungen tiber die Einwirkung des elektrischen Stromes 
auf Hefe anstellte. Er kommt zu dem Ergebnis, daB im Elektrosilo 
nicht mit einer Abtétung der Mikroflora gerechnet werden kann wn! 
glaubt, daB die Mikroorganismen durch ihre schlecht leitende Membran 
vor dem Einflu8 des Stromes geschiitzt werden, was um so stirker 
hervortritt, je kleiner die Organismen sind. Bei Girung unter Wechsel- 
strom mit 3 bis 4 Volt .cm~! Spannungsgefiille und 7 bis 8 Milliampere 
pro Quadratzentimeter Stromdichte wurde die Gairung nicht gehemmt. 
Die mit Gleichstrom von demselben Ausmah beobachtete Beein. 
trichtigung der Garung war nicht auf eine spezifisch elektrische Wirkung 
zuriickzufiihren, sondern konnte einwandfrei in einer Veranderuny 
des Girmediums nachgewiesen werden, wodurch dieses nicht nur die 
Girfahigkeit verliert, sondern auch die Hefezellen abgetétet werden. 

Bei der groBen wirtschaftlichen Bedeutung der Silagefrage erschien 
uns eine nochmalige Priifung der Einwirkung des elektrischen Stromes 
auf Bakterien geboten, jedoch unter Verhiltnissen, die den im Elektro- 
silo herrschenden méglichst angepaBt waren. 

Ob in der Arbeit von Thiele und Wolf (l.c.) diese Verhiiltnisse 
getroffen sind, laBt sich nicht ohne weiteres entscheiden, da die Angabe 
des Spannungsgefilles fehlt, unter dem das Versuchsmedium in der 
Tat gestanden hat. Die Angabe der Netzspannung bei diesen Versuchen 
geniigt nicht, da sich die tatsichlich wirksame Spannung und damit der 
StromdurchfluB durch den Widerstand, wie er auch durch einen Nahr- 
boden fiir Bakterien beispielsweise gebildet wird, ergibt und erstere 
wohl kaum dem Wert der Netzspannung entsprochen haben diirfte. 
Das Spannungsgefalle im VersuchsgefiB ist gleich der Spannungs- 
differenz zwischen den beiden Elektroden zu setzen, wenn auch, auf 
den gesamten Stromkreis bezogen, in der Tat nur ein Teil der gesamten 


1) Thiele und Wolf, Uber die Einwirkung des elektrischen Stromes 
auf Bakterien. Centralbl. f. Bakt. usw., I. Abtl., 25, 650, 1899. 

*) Kleiber, Beitrag zur Frage der Einwirkung elektrischer Stréime 
auf Mikroorganismen. Diese Zeitschr. 160, 312 bis 324, 1925. 
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Netzspannung zur Uberbriickung dieses Widerstands gebraucht wird. 
Fir unsere Betrachtungen kommt aber nur diese ,,Klemmspannung“ 
des VersuchsgefaiBes in Frage. Die von Kinzel und Kuchler') bei An- 
wendung hochgespannter Stréme, eventuell bei sehr hoher Perioden- 
zahl, und nur geringer Stromstarke (Induktionsstréme) gemachte 
Beobachtung einer deutlich bakteriziden Wirkung léBt sich, wie sie 
auch selbst bemerken, nicht ohne weiteres auf den Elektrosilo iiber- 
tragen, weil hier andere Stréme bei einem anderen Verhiiltnis e/¢ in 
Frage kommen. Auch bei der praktischen Elektrofutterbereitung ist 
der Quotient e/i zwar nicht konstant, da der Widerstand der vom 
Strom durchflossenen Futtermasse mit fortschreitender Konservierung 
und ansteigender Temperatur geringer wird, aber bei einer praktisch 
sets gleichbleibenden Spannung von meist 220 Volt liegt der Wert 
Jes Quotienten in gewissen Grenzen, da die Stromstarken sich zwischen 
5 und 50 Ampere in geregelter Folge bewegen. Aus der insgesamt 
zugefiihrten Energiemenge, sowie aus dem zeitlichen Verlauf der Elektro- 
konservierung 14Bt sich fiir ¢ ein mittlerer Wert berechnen bzw. an- 
nehmen, der in der Mehrzahl der Fille zwischen 35 und 40 Ampere 
liegt. Wesentliche Abweichungen hiervon, sei es nach oben, sei es 
nach unten, bedingen natiirlich ganz andere Verhiltnisse in bezug auf 
die in der Zeiteinheit zugefiihrten Energieintensitaten, und bis heute 
spricht nichts dafiir, daB die Wirkungen in diesen Fallen notwendig 
immer gleich sind. Das Ma8 fiir die Energiemengen pro Einheit war 
also fiir unsere Versuche durch die gegebenen Bedingungen des Grob- 
silos bestimmt. So war bei der GréBe und Form der VersuchungsgefiBe, 
in denen wir die Bakterien wachsen lieBen, mit einer Stromstarke von 
etwa 0,2 Ampere im Mittel zu rechnen. Je nach Art der Nahrlésung 
hatten wir 0,12 bis 0,26 Ampere Stromdurchgang, alles Energie- 
intensitaten, die den verschiedenen im Silo herrschenden Stromstarken 
witer Bezugnahme auf Elektrodenoberfliche und Elektrodenabstand 
recht wurden. Die sich hieraus ergebende Stromdichte entsprach 
beim GroBsilo (13 bis 14qm Grundfliche) einem Stromdurchgang 
von 38 bis 39 Ampere. Der zur Verfiigung stehende Wechselstrom 
von 220 Volt und 6 Ampere Nennstromstirke mute durch geeignete 
Widerstande auf rund 0,2 Ampere herabgemindert, ferner auch so weit 
herabgespannt werden, daB das an den Elektroden im Versuchsgefa8 
orhandene Spannungsgefille (= die Spannung unseres Versuches) 
lem Quotienten e/t denselben Wert verlieh, wie es unter aquivalenten 
Bedingungen im GroBsilo der Fall ist. 


1) Kinzel und Kuchler, Die Silofrage mit besonderer Beriicksichtigung 
es Elektrosilos im Lichte neuer Forschung. Prakt. Blatter der Bayr. 
Landesanstalt fiir Pflanzenbau u. Pflanzenschutz, Jahrg. 1923, Heft 6/7. 
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In den Stromkreis wurde also ein starker Flissigkeitswiderstan  jhre: 
und zur feineren Einstellung ein Regulierwiderstand eingeschaltet I da j 
Der Flissigkeitswiderstand hatte als Elektroden blanke Kupferplatte, ff wirk 
und als Elektrolyt eine sehr stark verdiinnte Salzlésung. Bedenkey 
daB hierbei eine teilweise Gleichrichtung des Wechselstroms erfolgey 
kénnte, die natiirlich geeignet wire, andere Versuchsergebnisse | 
bei Verwendung von reinem Wechselstrom zu liefern, konnten dadurehf yur 
einwandfrei widerlegt werden, daB die Klemmspannung des Fliissiy.§ yon 
keitswiderstands mit einem Voltmeter gemessen wurde, das nur ayif Elek 
Gleichstrom ansprach und eine geniigende Empfindlichkeit besa sod 
Als das Voltmeter keinen Ausschlag zeigte, war bewiesen, daB es sic) pon 
um reinen Wechselstrom handelte, eine Gleichrichtung mithin nicht jjch | 
zu befiirchten war. Ferner wurde in den Stromkreis ein Amperemeterfl ward 
eingeschaltet. Das Voltmeter wurde direkt an die Elektroden def *" 
VersuchsgefaiBes angelegt. Als Versuchsgefi®B dienten Kolben von me 
1000cem Inhalt. Die Elektroden bestanden aus Platindraht, derf o350 
spiralig-tellerférmig gewickelt war. wigt 

Der Abstand der Elektroden war ebenfalls nicht willkiirlich. Inf "°°! 
Elektrosilo wird bekanntlich nicht eine beliebige, sondern eine inner. —— 
halb enger Grenzen bestimmte Schichthéhe jedesmalig unter Stronf] yjoq, 
gesetzt, so daB das Spannungsgefalle pro Langeneinheit hierdurc) 


















Die | 


ebenfalls bestimmt ist. Es ergab sich fiir unsere Versuche ein senkj ‘ie i 
rechter Elektrodenabstand von 10cm, nur bei Versuch VII 8.5 em eae 
Die Spannung betrug 8,4 (Temperatur der verwandten Nahrlésungenf .. 7, 
etwa 37°) bis 12,5 Volt (Zimmertemperatur), nur in einem Fallel Kolbe 
(Versuch IV) wurde bei Anwendung eines anderen Nahrmediums cine ermit 
Spannung von 15,5 bis 20 Volt beobachtet. Der Quotient e/i entsprichif "* — 
also nicht mathematisch genau dem oben geforderten, nahert sich ihn re 
aber weit mehr wie der bei bisherigen Versuchen angegebene bzw. 1) 

vermutende. Eine Regulierung der Klemmspannung des Versuchs 

gefaBes wire auch nur méglich gewesen durch Verinderung des innerer 

Widerstands der Nahrlésung, die an und fiir sich durchaus im Bereic! x 
der Méglichkeit gelegen hatte. Da dies aber nur zu erreichen gewese weer 


wire, indem die Ionenkonzentration verindert wurde, haben wit impfi 
davon Abstand genommen, da keinerlei Einfliisse, die sich eventuellJ hemn 
auf die Bakterien hitten erstrecken kénnen, hereingebracht werde:j Se" 
sollten. — 

Zu den Untersuchungen wurden Bakterien benutzt, die in Silage toring 
bzw. auf dem frischen dazu verwandten Ausgangsmaterial haufig an@j wiede 
getroffen werden, und zwar 1. ,,Lange“ Milchstiurebakterien, 2. Bacillug #9 St 


vulgatus (Fliigge) Migula, 3. Bacillus amylobacter van Tieghem, 4. Bacig*'s im 


. : . ; 49 St 
terium punctatum (Zimmermann) Lehm. et Neuwm. und 5. Bacteriw mete 
asteriforme Klecki. Die beiden letzteren wurden vornehmlich aw] Keim; 
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inrer auBerordentlich gut ausgepragten Beweglichkeit halber benutzt, 
da ja die Beweglichkeit eine Eigenschaft ist, die bei schidigender Ein- 
wirkung des elektrischen Stromes sehr bald verschwinden miiBte. 


1. Versuch. 


Zwei Kolben mit je 1 Liter steriler Traubenzuckerbouillon (p,, = 7,2) 
wurden mit je lecem einer gut bewachsenen Traubenzuckerbouillonkultur 
von ,,Langen“* Milchsdurebakterien beimpft. Der Stamm war aus einem 
Elektrofutter des Versuchsgutes Oberholz der Universitat Leipzig geziichtet. 
Die Kolben wurden im Brutschrank bei 37° gehalten, und durch den einen 
wurde elektrischer Strom geschickt, waihrend der andere zur Kontrolle 
diente. Die Temperatur hielt sich in dem elektrisierten Kolben durchschnitt- 
lich um 1° héher als im Kontrollkolben. Nach 18 und nach 42 Stunden 
wurden Keimzahlungen vorgenommen. Nach 18 Stunden lieB sich auBerlich 
ein Unterschied in der Bewachsung der Kolben nicht feststellen; beide 
erschienen gleichmaBig getriibt. Die Zaihlung ergab denn auch in beiden 
Kolben fast gleiche Zahlen, und zwar betrug sie im Kolben mit Strom 
235000000, im Kontrollkolben 231000000 pro leem. Nach 42 Stunden 
wigten die beiden Kolben ebenfalls ein ganz gleichmaéBiges Verhalten, 
insofern, als sich die Nahrlésung fast véllig geklart hatte und ein kraftiger 
Bodensatz zur Ausbildung gelangt war. Die Zahlung ergab nach sorg- 
faltigem, langerem Umschiitteln zwecks gleichméBiger Verteilung des 
Niederschlags hier allerdings einen immerhin beachtlichen Unterschied. 
Die Keimzahl im Kolben mit Strom belief sich diesmal auf 203,000 000, 
die im Kontrollkolben auf 297000000 ,,Lange*‘ Milchséiurebakterien pro 
leem. Hinsichtlich der gebildeten Saéure war allerdings praktisch kein 
Unterschied festzustellen. So wurden fiir den elektrisierten Kolben, der 
in Zukunft mit FE bezeichnet werden soll, 3,591 Proz., fiir den Kontroll- 
kolben, der weiterhin als K bezeichnet werden soll, 3,582 Proz. Saure 
ermittelt. (Diese Zahlen liegen vielleicht etwas hoch, da sie nicht mit Hilfe 
der Tiipfelmethode, sondern durch Titrieren der vorgelegten farbigen 
Lésung bis zum Farbumschlag gewonnen wurden. Ihr Vergleichswert 
bleibt davon natiirlich unberiihrt.) 


2. Verauch. 


Da in diesem ersten Versuch also scheinbar, wenigstens den Keimzahlen 
nach, ein hemmender EinfluB des elektrischen Stromes festzustellen war, 
wurde der Versuch wiederholt, um Zufallsergebnisse auszuschalten. Die 
Impfmenge wurde diesmal absichtlich kleiner gewaéhlt, um eventuell 
hemmende Wirkungen des Stromes besser zur Auswirkung gelangen zu 
lassen, und zwar wurden zwei Osen einer einen Tag alten Agarkultur des- 
slben Stammes von ,,Langen‘‘ Milchséurebakterien in 9ccm_ sterilen 
Wassers aufgeschwemmt und hiervon je 1 cem in zwei Kolben mit je | Liter 
steriler Traubenzuckerbouillon (p,, = 7,2) gebracht. Die Kolben wurden 
wieder bei 37° im Thermostaten gehalten. Die Versuchsdauer betrug diesmal 
49 Stunden. Die Temperatur lag in E wieder durchschnittlich 1° héher 
als in K. Es wurden wieder zwei Keimzihlungen, und zwar nach 24 und 
49 Stunden, vorgenommen. Nach 24 Stunden erschien der Kolben mit 
Strom starker getriibt, eine Beobachtung, die auch durch die ermittelten 
Keimzahlen bestatigt wurde. So betrug die Keimzahl in E 176700000, 
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in K 120000000 pro 1 ccm. Nach 49 Stunden boten die Kolben ein gleic). 
mé&Biges Bild; in beiden hatte sich die Nahrlésung geklart und sich «jy 
kraftiger Bodensatz gebildet. Die ermittelten Keimzahlen verhielten si: 
wieder ahnlich zueinander wie im ersten Versuch, insofern als die Keimza) 
in E etwas niedriger war. Sie betrug 133300000 gegeniiber 200000000 in k 
Die gebildete Saiure hingegen war praktisch wieder gleich, sie betrug in / 
3,599 Proz. und in K 3,596 Proz. 
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Aus den in diesen beiden Versuchen ermittelten Keimzahle) 
kénnte man geneigt sein, auf eine hemmende Wirkung des elektrische: 
Stromes auf das Bakterienwachstum in der zweiten Hilfte des Versuch 
zu schlieBen, wenn nicht die zum SchluB gefundenen Saéuremengen dic 
gleichen gewesen wiiren. Dieser scheinbare Widerspruch zwischey 
Keimzahl und Sauremenge laBt sich aber zwanglos aus dem zwischen [ 
und K bestehenden Temperaturunterschied erkliren. Die Temperatw 
von 38° in Z lag dem Temperaturoptimum der benutzten ,,Langen‘ 


Milchsiurebakterien scheinbar naher als die Temperatur von 37° in k B'°" 
wodurch das Wachstum in # etwas rascher voranging. Hierfiir spreche: fj **" 
auch die Keimzahlen nach 24 Stunden, die in beiden Fallen in Z etwa fj ‘°™ 
hdher lagen. Dadurch, daB aber die Vermehrung der Bakterien in [ hatt 
rascher vor sich ging, mute naturgeméB hier auch der Zeitpunk daB 
friiher erreicht sein, zu dem die Bakterien durch ihre eigenen Avs. Stro 
scheidungsstoffe und wohl auch durch Nahrungsmangel geschidig: sind 
wurden, und so eine riickliufige Bewegung einsetzen, d.h. die Zabify ord 
der lebensfahigen Keime sinken. troti 
daB 
3. Versuch. ~_— 
des | 
In diesem Versuch wurde das Hauptaugenmerk darauf gerichtet, cic Erge 
oben genannten storenden Temperaturunterschiede auszuschalten, i 
auch dadurch einwandfrei gelang, da8 der Kontrollkolben in einen um !! 
went 


héher eingestellten Thermostaten gebracht wurde als der Kolben mit Strom 
Zwei Kolben mit je 1 Liter steriler Traubenzuckerbouillon (p, = 7,2 Mj hem: 
wurden wiederum mit dem aus dem Elektrofutter Oberholz _isolierten 
Stamme von ,,Langen‘* Milchsdurebakterien beimpft, und zwar in der Weise, 
daB zehn Osen einer gut bewachsenen Traubenzuckerbouillonkultur in 
9ccem sterilen Wassers aufgeschwemmt wurden und hiervon in jeden 
Kolben 1 ccm gebracht wurde. EF wurde diesmal bei 39°, K bei 40° gehalten. 
durch den Stromdurchgang kam ersterer bald auch auf 40°. Die Temperatur 
wurde deshalb so gewahlt, weil das Temperaturoptimum des benutzten 
Stammes von ,,Langen“ Milchséurebakterien etwa bei dieser Temperatur 
lag. Der Versuch wurde 48 Stunden lang fortgefiihrt, und es gelang, wa: H% yoo) 
nochmals betont sei, die Temperatur in beiden Kolben dauernd auf gleicher ff i.e; 
Hohe zu halten. Nach 24 Stunden war E leicht getriibt, K hingegen kaum§ sa+, 
verandert. Die Keimzahlung ergab entsprechend in FE 159200000, in A perat 
83970000 pro lecm Nahrlésung. Nach Ablauf von 48 Stunden war FR ya, 
gerade im Begriff, sich zu klaren, K gut getriibt. Beim Umschiitteln§j;,. ¢ 
triibte sich E aber bedeutend starker. EF hatte also offenbar den Héhepunkt§ i, 
des Bakterienwachstums gerade iiberschritten, wahrend ihn K noch nicht ™ .»}, 
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erreicht hatte. Die Keimzahlen wie auch die Saéuremengen bestatigten 
diese Vermutung. Die Keimzahl betrug namlich in E 990000000, in K 
413000000; die Saéuremenge im ersteren 2,862, im letzteren 2,304 Proz. 
(Tiipfelmethode). 


Dieser Versuch hat scheinbar auf den ersten Blick zu einem anderen 
Ergebnis gefiihrt als die beiden ersten, da hier die Keimzahl in EZ be- 
deutend héher liegt. Dem ist aber in Wirklichkeit. nicht so, sondern 
der Versuch ist nur zu einem anderen Zeitpunkt unterbrochen worden. 
Hatte man ihn noch linger fortlaufen lassen, so wire man zu dem- 
selben Ergebnis gelangt, wie in den beiden vorherigen Versuchen, denn 
der Vorsprung in der Bakterienentwicklung ist auch hier wieder in Z 
mverkennbar. Wihrend £ bereits begann, sich zu kliren, also den 
Héhepunkt der Bakterienentwicklung bereits iiberschritten hatte, 
war K noch in vollem Wachstum begriffen. Hitte man die Zaihlung 
vorgenommen, nachdem sich auch der Kontrollkolben geklirt hatte, 
wire die Keimzahl in 2 wieder kleiner gewesen, da die Absterbe- 
vorgaénge in diesem dann weitere Fortschritte als in K gemacht gehabt 
hatten. Der Versuch bestatigt also die oben ausgesprochene Vermutung, 
daB die Ergebnisse der beiden ersten Versuche nicht als schidigende 
Stromwirkung zu deuten, sondern einem anderen Faktor zuzuschreiben 
sind. Da nun in diesem Versuche die etwaige, das Wachst in £ 
firdernde, héher liegende Temperatur ausgeschaltet worden ist und 
trotzdem ein ahnlicher Effekt erzielt wurde, muB angenommen werden, 
daB noch ein anderer wachstumsférdernder Faktor zugegen gewesen 
sin muB, der dann nur in einer wachstumsférdernden Reizwirkung 
des elektrischen Stromes auf die Bakterien zu suchen sein kann. Die 
Ergebnisse dieser drei Versuche lassen sich damit kurz dahin zusammen- 
fassen, daB elektrische Stréme, wie sie bei der Elektrosilierung in An- 
wendung gelangen, auf ,,Lange“ Milchsiurebakterien nicht nur nicht 
hemmend, sondern sogar wachstumsférdernd einwirken. 


4. Versuch. 


Zwei Kolben mit je | Liter steriler Krautbriihe (10g Pepton, 250g 
WeiBkraut, 20g Traubenzucker, Aqua dest. zu 1000, py, = 5,9) wurden 
mit je 1 eem einer gut gewachsenen Krautbriihekultur des Bacillus amylo- 
hacter van Tieghem (Bacillus saccharobutyricus mobilis non liquefaciens 
GraBberger und Schattenfroh, Clostridium butyricum Prazmowsky, Bacillus 
saccharobutyricus v. Klecki) beimpft. Die beiden Kolben wurden dann mit 
tinem Géraufsatz versehen, anaerob verschlossen und in einen Thermo- 
staten von 37° gebracht. Die Versuchsdauer betrug 90 Stunden, die Tem- 
peratur lag hier in E dauernd 2 bis 3° héher als in K. Von irgendwelcher 
Hemmung des Wachstums der Butterséurebazillen war nichts zu bemerken, 
im Gegenteil trat die Gérung in dem Kolben mit Strom bedeutend friiher 
ein, als im Kontrollkolben, kam dafiir aber natiirlich wieder eher zum Ab- 
schluB. Nach 90 Stunden war die Garung in EF beendet. Die Nahrfliissigkeit 
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hatte sich geklart, und es war ein kraftiger Bodensatz zur Ausbil dung 
gelangt. Dasselbe Bild bot auch K, allerdings stiegen hier noch weniye 
Blasen auf. Da®B der Umfang der Garung in den beiden Kolben derselhe 
war, dafiir sprechen wiederum die zum SchluB ermittelten Séuremenyey 
So wurden in EF 0,456, in K 0,468 Proz. Saure festgestellt. 


5. Versuch. 


In diesem Versuch wurde die Einwirkung des elektrischen Strores 
auf das Bacterium punctatum (Zimmermann) Lehm. et Neum. gepriift und 
hier neben Keimzahlungen hauptsichlich Wert auf Beobachtungen etwa 
eintretender Unterschiede in dem Grade der Beweglichkeit der Bakteriey 
in den beiden Kolben gelegt. Als Nahrlésung diente diesmal gewéhnliche 
Nahrbouillon (py = 7,2). Zwei Kolben mit je 1 Liter des genannten Nahr 
bodens wurden mit je l ccm einer 100fachen Verdiinnung einer gut ge. 
wachsenen Traubenzuckerbouillonkultur von Bacterium punctatum be. 
impft. EH wurde diesmal bei Zimmertemperatur, K in einem Thermostatey 
gehalten, dessen Temperatur nach Mdéglichkeit immer der Temperatu: 
von £ anzupassen versucht wurde. Die Temperatur in E schwankte zwischen 
27 und 29,1°, in K zwischen 24,2 und 28,6°. Sie lag also in K durchschnittlich 
etwas tiefer. Keimzaihlungen wurden vorgenommen nach 20 und nach 
66 Stunden. Nach 20 Stunden betrug die Keimzahl in FE 290000000, in K 
363000000, nach 66 Stunden 530000000 bzw. 500000000. Priifungen aut 
Beweglichkeit der Bakterien in den beiden Kolben wurden nach 20, 24, 
42, 48, 66 und nach 72 Stunden vorgenommen. Wahrend nach 20 Stunden 
die Bakterien in E£ eine entschieden lebhaftere Bewegung als in K zeigten, 
war diese nach 42 Stunden in K etwas gréBer. Bei den iibrigen Priifungen 
konnten keine Unterschiede konstatiert werden. 


Wenn in diesem Versuch auch keine direkt férdernde Einwirkung 
des elektrischen Stromes auf das Bakterienwachstum zutage tritt, so 
ist doch fiir irgendwelche ungiinstige Beeinflussung der Bakterien 
keinerlei Anzeichen vorhanden. 


6. Versuch. 


Der hier gepriifte Organismus, das Bacterium asteriforme Klecki, gehort 
zur Gruppe des Bacterium Zopfii Kurth. Es wurde auBer seiner guten 
Beweglichkeit halber auch deshalb gewahlt, um zu sehen, ob etwa Keime 
aus der Gruppe der Faulniserreger ein anderes Verhalten zeigten. Auber 
Keimzahlungen wurden wieder éftere Priifungen der Beweglichkeit der 
Rakterien vorgenommen. Zwei Kolben mit je | Liter steriler Nahrbouillon 
(py = 7,2) wurden mit je 1 cem einer Aufschwemmung von zwei Osen einer 
gut gewachsenen Agarkultur des genannten Bakteriums in 9 ccm sterilen 
Wassers beimpft. Die Kolben wurden in derselben Weise gehalten, wie im 
Versuch 5. Die Temperatur schwankte wihrend des 72stiindigen Versuclis 
in E£ zwischen 26 und 30,8°, in K zwischen 27 und 28,8°. Die Temperatur 
von 30,8° wurde in E nur voriibergehend auf kurze Zeit erreicht, im all- 
gemeinen lagen die Temperaturen in beiden Kolben dicht beieinan¢er, 
oft war sie sogar in K héher. Keimzahlungen wurden nach 24 und 72 Stunden 
vorgenommen und ergaben in E 1457000 bzw. 8240000, in K 1370000 
bzw. 2280000. Der ganz bedeutende Unterschied in der Keimzahl mac!ite 
sich schon bei der Betrachtung der Kultur im hangenden Tropfen bemerkbar: 
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es waren hierbei in E deutlich mehr Bakterien vorhanden, wahrend zur Zeit 
der ersten Zahlung im hangenden Tropfen Mengenunterschiede nicht 
wahrnehmbar waren. Nach 24 Stunden waren beide Kolben leicht getriibt, 
und in beiden waren gut bewegliche Stabchen vorhanden; auch nach 
48 Stunden waren in beiden gleich viel gut bewegliche Stabchen sichtbar. 
Anders war das Bild nach 72 Stunden; diesmal waren, wie schon erwahnt, 
im hangenden Tropfen aus FE entschieden mehr und auch lebhafter bewegliche 
Stabchen als aus K zugegen. 


Dieser Versuch bestatigt also wieder die Vermutung, daB die 
verwandten elektrischen Stréme eher anregend als hindernd auf das 
Bakterienwachstum einwirken. Direkt beweisend fiel in dieser Hinsicht 
der folgende letzte Versuch aus. 


7. Versuch. 


Als Versuchsobjekt diente diesmal der fast in keiner Silage fehlende, 
zur Gruppe der Erdbazillen gehérende Bacillus vulgatus (Fliigge) Migula. 
Zwei Kolben mit je *4, Liter Nahrbouillon (p,, = 7,2) wurden mit je 1 cem 
einer homogenen Aufschwemmung von Bacillus vulgatus in sterilem Wasser 
beimpft und beide Kolben in einen Brutschrank von 36°, diesmal aber, um 
die Temperatur unbedingt auf gleicher Héhe zu halten, in ein Wasserbad 
gebracht. Der Erfolg blieb nicht aus, es gelang in der Tat, die Kolben 
wahrend der ganzen Versuchsdauer von 120 Stunden auf gleicher Temperatur 
zu halten; sie schwankten beide gleichmaBig zwischen 35 und 36°. Nach 
45 Stunden war eine Haut auf der Nahrlésung zur Ausbildung gelangt, 
in E aber unverkennbar deutlicher als in K. In diesem Bilde anderte sich 
bis zum Schlusse nichts, die Hautbildung schritt in EH dauernd besser fort, 
und nach 120 Stunden war in E eine deutlich dickere Haut als in K ent- 
standen. Die Haute wurden dann verlustlos gesammelt und ihre Trocken- 
substanz bestimmt. Diese betrug fiir FE 0,3610 g, fiir K 0.1749 g, die Trocken- 
substanz der Haut in E betrug demnach 0,1861 g mehr als in K. Eine 
Priifung der Beweglichkeit der Bazillen nach 120 Stunden ergab reichlich 
sehr gut bewegliche Stabchen in E. ‘ 

Da in diesem Versuch wie in Versuch II] Temperaturunterschiede 
véllig ausgeschaltet waren, ist der Beweis fiir die Richtigkeit der Ver- 
mutung, dap die verwandten Strime nicht schddigend, sondern im Gegenteil 
fordernd auf das Wachstum der Bakterien einwirken, einwandfrei erbracht. 
Es sei hier nicht unerwahnt gelassen, daB auch Kinzel und Kuchler 
(l.e., S. 195), allerdings mit ganz anderen Strémen, eine Férderung des 
Bakterienwachstums wahrnehmen konnten. 

Dieser férdernden Wirkung der im Elektrosilo verwandten Stréme 
auf die Entwicklung der Bakterien kann bei einer exakt durchgefiihrten 
Elektrosilierung, bei der die erwiinschte Temperatur von etwa 50° in 
méglichst kurzer Zeit erreicht wird, ein gewisser Nutzen nicht ab- 
gesprochen werden, da die ,,Langen“ Milchsiurebakterien auch gegen 
Ende der Konservierung bei ihnen noch férderlichen, dem gréBten Teile 
der anderen vorhandenen Bakterien aber lingst schidlichen Tem- 
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peraturen noch weiter dieser wachstumsanregenden Wirkung des 
Strames unterliegen und so eine absolut vorherrschende Stellung 
erlangen kénnen, ehe wieder auch fiir unerwiinschte Bakterien giinstige 
Temperaturen eintreten. In Fillen, in denen die Temperatur von 50° 
nicht rasch erreicht wird, muB die beobachtete Stromwirkung aller. 
dings verhingnisvolle Folgen haben, da dann die urspriinglich in der 
Uberzahl vorhandenen unerwiinschten Keime besonders tippig wuchern 
und ihre verderblichen Wirkungen voll entfalten kénnen, ehe sie durch 
Temperatur und Milchsiure gehemmt werden. 
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Die Elektrotitration in physiologischen Fliissigkeiten. 


Il. Mitteilung: 
Die Bestimmung von Eisen. 


Von 


Ernst Mislowitzer und Werner Schaefer. 


(Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts der Universitat, 
Charité, Berlin.) 


( Eingegangen am 28. November 1925.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Bei dem Eintauchen einer Platinelektrode in eine Ferri-Ferrosalz- 
lésung entsteht an der Elektrode eine bestimmte Ladung. Sie wird 
durch folgende Formel ausgedriickt : 


E— A + 0,058 log —. Volt (bei 20°). 


In dieser Formel ist A eine Konstante, das sogenannte Normal- 
potential des elektromotorisch wirksamen Vorganges. Das Normal- 
potential gilt fiir den speziellen Fall, daB in der Lésung die Konzen- 
tration c der verschiedenen Oxydationsstufen gleich eins ist; es ist von 
der Wahl der Bezugselektrode abhingig. Werden in einer Lésung 
Ferroionen zu Ferriionen oder Ferriionen zu Ferroionen, so andert sich 
das Elektrodenpotential Z. Diese Anderung ist nicht groB, wenn in 
der Lésung noch ein Gemisch von Ferri- und Ferroionen iibrig bleibt, 
sie ist aber sehr erheblich, wenn eine Ox ydationsstufe véllig verschwindet 
oder soeben entsteht. Der Endpunkt der Reaktion Fe” + F = Fe oder 
Fe —F=Fe 1a8t sich daher an dem Auftreten einer plétzlichen 
Potentialanderung, eines Potentialsprunges erkennen. Die Menge Ferro- 
eisen, die in einer Lésung ist, wird mit Hilfe eines Oxydationsmittels 
elektrometrisch titriert, die Menge Ferrieisen mit Hilfe eines Reduktions- 
mittels. Der Potentialsprung ist jedesmal der Indikator fiir die Be- 
endigung der Reaktion. Dasselbe gilt fiir andere Oxydationen, z. B. fiir 
NW 4F=Ti". 

Die elektromotorische Titration wurde zur Eisenbestimmung schon 
mehrfach angegeben. Als Oxydantien dienten Bichromat, Bromat und 
Permanganat?), 

1) Siehe Z. Miiller, Die elektrometrische MaBanalyse. Dresden, Stein- 
kopf, 1923. 
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Neuerdings beschrieb Tomicek') die direkte Titration von Ferri. 
eisen mit Hilfe von Titantrichlorid als Reduktionsmittel und zugleich 
Titrationsfliissigkeit. 

Wir wollen im folgenden Untersuchungen tiber die elektrometrisc he 
Bestimmung von Eisen unter Benutzung von Titantrichlorid |x 
Reduktionsmittel und Bromat als MaBfliissigkeit mitteilen analog der 
Titration von Kupfer*). Eine ahnliche Bestimmungsform kann in dey 
Untersuchungen von Kolthof/*) iiber den Eisengehalt der Titanlésunyg 
gesehen werden. Kolthoff benutzte aber Bichromat und berechnete die 
Eisenmenge wie bei dem Kupfer aus der Menge Bichromat, die zwischen 
den beiden Potentialspriingen verbraucht wurden. 

Die Titration zerfaillt in drei Vorginge. Zunichst wird durch 
Zugabe einer iiberschiissigen Menge von Titantrichlorid alles Ferrieisey 
zu Ferroeisen reduziert; dabei wird die aquivalente Menge Titantri- 
chlorid zu Titantetrachlorid. Dann wird durch Zufiigen von Bromat 
zunichst das iiberschiissige Titantrichlorid und im AnschluB daran 
das zweiwertige Eisen oxydiert. 

LT” +8 = Ti" +h 
II.a)Ti +F =Ti-™ 
b) BO; + 6H +6Ti = Br + 3H,0+ 6Ti 
IIIl.a) Fe +F -=Fe™ 
b) BrO; + 6H +6Fe = Br + 3H,O + 6 Fe™ 

Auf diese Weise laBt sich die Summe des urspriinglich vorhandene: 
Ferro- und Ferrieisens titrieren ; dem Eisen entspricht diejenige Bromat- 
menge, die zwischen den beiden am Ende der Titan- und am Ende der 
Eisenoxydation auftretenden Potentialspriingen verbraucht wird. 

Zur Feststellung des Potentialsprunges werden im Laufe der 
Titration mit Bromat fortwihrend die Potentialdifferenzen zwischen 
der Platinelektrode in der Eisenlésung und einer beliebigen Bezugs- 
elektrode gemessen. Die Anderungen der Potentialdifferenzen werden — 
auf die Einheit der MaBflissigkeit bezogen — immer gréBer und er- 
reichen schlieBlich einen sehr groBen Wert, um danach wieder ab- 
zufallen. Der maximale Wert der Anderungen ist der ,,Potentialsprung“. 

Eine zweite Titrationsmethode ist weit einfacher: Da zwischen der 
Bezugselektrode und der Platinelektrode am Endpunkt der Titration 
ein ganz bestimmtes Potential herrscht, braucht nur so lange titriert 


2) Tomicek, The application of titanous chloride to potentiometric 
titrations. IV. Estimation of oxydising cations. Recueil des travaux 
chim. des Pays-Bas 48, Nr. 9/10, 8.798 bis 807, 1924. 

2) Siehe FuBnote auf voriger Seite. 

8) Kolthoff and Tomicet, Il. Purity, preparation and standardisation 
of the titration liquid. Recueil des travaux chim. des Pays-Bas 43, 
775 bis 783, 1924. 
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zu werden, bis dieses Potential erreicht ist. Hierbei werden also nicht 
mehr die einzelnen Potentialdifferenzen gemessen. 

Fiir unsere Messungen benutzten wir das in dieser Zeitschrift 
beschriebene Potentiometer!) und als Bezugselektrode die gesattigte 
Kalomelelektrode. Die Verbindung der beiden Elektrodenfliissigkeiten 
wurde mit einem Agarréhrchen tiber eine mit gesattigter _K Cl-Lésung 
vefiillte Wanne hergestellt. Als Ableitungselektrode diente uns die 
zur Ausriistung der Becherglaselektrode*) gehérende, in einen Glasstab 
eingeschmolzene Platinelektrode. 


Chersicht. 

I. Bestimmung von anorganischem Eisen. 

A. Titration von Fe” 

B. Titration von Ti™ 

C. Titration von Fe™ nach Reduktion durch Ti” 
Il. Bestimmung von Eisen in organischer Bindung oder in physio- 

logischen Lésungen. 

A. Feuchte Veraschung. 

B. Trockene Veraschung. 


I. A. Titrationen von Fe” mit BrO,. 
Titration von 2cem n/100 Ferro mit n/100 Bromat. 
























































: Wachstum in Oh " | Wachstum in Oh 
tomat) Brihene | oo “Ssitiecn RS [Bromet Brisker | ao ‘ode te 
, c : u 
com ia Ohm | : 0,1 com Eocmnt com in Ohm <*: 01 com Bovenst 
0 156 a 1,6 239 5 
0.2 181 — 18 250 55 
0.4 192 — 19 260 10 
0,6 202 — 20 | 277 17 
08 209 — 21 | 438 61 Maximum 
10 216 — 2.2 453 15 
1,2 222 3 23 457 4 
14 229 3.5 
#00 +- Pe ees i as os a 
4c 
one ce i ERS ee 60 
400;-— T — bad 
La 
—_——+ ee 20 
| | i 
0 as 4 is 2002s °9 OS 10 YW 20 25 
cem Bromat cem Bremat 
Abb. la. Abb. 1b 


1) BE. Mislowitzer, diese Zeitschr. 159, 69. 
*) Ebendaselbst 159, 72. 
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Titration von 0,94ccm n/100 Ferro mit n/400 Bromat. 





Bromat ‘ ja Bromat = 
Millivolt Millivolt 


de ccm 


315 ios 33 495 7 

428 3,4 510 15 

475 — 3,5 530 20 

445 -- 3,6 555 = - 25 

450 3,65 Sprung auf 700 | 

457 sofort zuriick 

465 auf 560 

475 3,70 730 175 

480 8,74 830 | 250 Maximum 
488 3,78 850 50 


Titrationsergebnis 3,74 ccm. Theoretischer Wert 3,76 cem. 
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Abb. 2a. Abb. 2b. 


Die auf der Kurve gestrichelt gezeichnete Linie deutet einen dem Potential. 
sprung unmittelbar vorausgehenden, sofort wieder zuriickgehenden Potential- 
sprung, einen sogenannten .Vorsprung® an. 


Der Punkt, an dem die Oxydation des zwei- zum dreiwertigen 
Eisen beendet ist, laBt sich rechnerisch und experimentell finden. Wir 
sahen, daB die Titration beendet ist, wenn sich das Potential 
zwischen der Platinelektrode und der gesittigten Kalomelelektrode 
einige Zeit tiber 800 Millivolt halt. Diese Feststellung erméglicht 
die zweite Titrationsart, bei der nicht mehr die einzelnen Potentiale nach 
jedesmaligem Zufiigen von MaBfliissigkeit bestimmt werden, sondern so 
lange titriert wird, bis das bekannte, im Endpunkt der Titration 
herrschende Potential von 800 Millivolt iiberschritten ist. Stellt 
man daher die Briicke auf 800 Millivolt ein, so wird man durch 
einen Zeigerausschlag nach rechts erkennen, daB das Potential noch 
nicht erreicht ist, durch einen Zeigerausschlag nach links, daB es 
iiberschritten ist. Es mu also bei feststehender Briickenstellung 
von 800 Millivolt so lange Bromatlésung hinzugefiigt werden, bis 
der Zeiger des MeBinstruments beim SchlieBen des Stromkreises 
nach links ausschligt. Aus der angefiihrten Kurve ist zu ersehen, dai 
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der Punkt 800 schon vor der wirklichen Beendigung der Titration 
erreicht oder auch schon iiberschritten wird. Beim Umschiitteln geht 
aber die Spannung sofort wieder zuriick. Es ist daher notwendig, sich 
aneine bestimmte Arbeitsweise zu gew6hnen. Arbeitet man mit Bromat- 
josungen, die nicht verdiinnter als n/100 sind, so wird man die Titration 
als beendet ansehen diirfen, wenn nach dreimaligem Schiitteln von 
einigen Sekunden Dauer das Potential fiir eine Minute tiber 800 bleibt, 
d.h. der Zeiger nach der gleichen Zeit deutlich nach links geht. 

Bei den sehr verdiinnten Bromatlésungen von n/400 bis n/800 
nimmt die Elektrode unmittelbar nach dem Schiitteln ein zu hohes 
Potential an, daher ist es bei Titrationen mit diesen Lésungen er- 
forderlich, nach dem Schiitteln eine Zeitlang zu warten, dann erst 
einzuschalten und den Ausschlag zu beobachten. Da diese Vorsicht 
ja nur in nichster Nahe des Umschlagspunktes nétig ist, bedeutet sie 
keine wesentliche Verlangsamung der Titration. 

Wir haben uns bei allen unseren Versuchen genauestens an folgende 
Vorschrift gehalten: Zeigten die schwicher werdenden Ausschlige, 
da8 die Titration ihrem Ende zugeht, so haben wir nach jedesmaligem 
Zufiigen von 1 bis 2 Tropfen umgeschiittelt, 15 Sekunden gewartet 
und den Ausschlag beobachtet. Ging er nach 15 Sekunden nach links, 
so haben wir nochmals 15 Sekunden gewartet, wieder eingeschaltet 
und die Titration fiir beendet angesehen, wenn der Zeiger auch nach 
diesen zweiten 15 Sekunden nach links ausschlug. Eine solche Titration 
ist hier gemeint, wenn von ,,Titration auf Sprung“ die Rede ist. 

Bei der Titration auf den Titansprung braucht man nicht so vor- 
sichtig vorzugehen, da die fiir Titan verbrauchte Bromatmenge fiir 
die Berechnung nicht in Frage kommt. Ein Teil des Titans wird 
beim Schiitteln auch durch den Sauerstoff der Luft oxydiert; das 
ist aber bedeutungslos. Die ersten ausfiihrlich durchgefiihrten 
Titrationen zeigten, daB8 die Titanoxydation beendigt ist, wenn das 
Potential von 330 Millivolt deutlich tiberschritten ist. Zur Titan- 
oxydation wird daher die Briicke auf 330 Millivolt gestellt, und es wird 
so lange titriert, bis der Zeiger des MeG instruments nach links aus- 
schlagt. Eine solche Titration heiSt hier ,,Titration auf Titansprung*. 

Auf ,,Sprung“ sind die folgenden Bestimmungen titriert. 

0,94 ccm n/200 Ferro mit n/400 Bromat titriert. 

1. 3,75 2. 3,75 

Das heiBt, es wurden genau dieselben Werte, wie bei der Titration mit 
Messung der einzelnen Potentiale gefunden, s. Abb. 2. 

leem n/100 Ferro mit n/100 Bromat titriert. 

1. 2,02 2. 2,03 3. 2,03 4. 1,99 5. 1,97 6. 1,97 
leem n/100 Ferro mit n/400 Bromat titriert. 
1. 3,95 2. 3,99 3. 3.97 4. 3,93 5. 3,97 6. 3,95 
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B. Titrationen von Ti~ mit BrO,. 


leem Titanochlorid (liprom.) + leem HCl mit n/400 Bromat titriort 








Brome Millivolt An Bromet Millivolt gs 
com Je com 4° 
2.0 190 ~- 3,47 400 35 
3,0 250 — 3,55 490 120 
3.2 260 im 3.61 570 150 
3,3 300 40 3,65 700 300 
3,35 320 40 3,69 840 330 Maximun 
3.40 370 100 Maximum 3,74 850 20 


Berechnung des Eisengehalts : 
3,69 
3,40 


0,29 cem n/400 Bromat 0.030% mg Fe. 





leem n/100 Bromat = | cem n_ 100 Fe = 0,56 mg Fe. 





T Da die Titanlésung Eisen ent- 
halt, geht der Sprung nicht von 
320 Millivolt direkt auf 800, son. 
700 dern itiber eine Zwischenzone 
deren Breite den Gehalt an Eise: 
— | wiedergibt. 

Die Titration des Eisengehalts 
der Titanlésung vereinfacht sich 
200 sehr, wenn auf ,,Doppelsprung” 
titriert wird. Hierbei wird zuerst 
ss die. Briicke auf 330 Millivolt ein- 
gestellt und Bromat zugetropft, bis 
der Titansprung voriiber ist; dann 
wird auf 800 Millivolt eingestellt 
und bis zum azweiten Sprung 
titriert. Die zwischen den beiden Spriingen abgelesenen Kubik. 
zentimeter Bromat entsprechen dem Eisengehalt der Titanldsung 
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Abb. 3b. 





Titrationen auf Doppelsprung. 


0,25 cem n/400 Bromat ... . . = 0,035 mg Fe 
0,25 ,, n/400 ie oe ee s = 6086 ,, Fe 
0,27 ,, n/400 is - « +» « » = 0,0878 ,, Fe 
0,31 ., n/400 # «© « « = 004384 ,, Fe 
0,28 ,, n/400 i o eo oe + = OCSS8 ,, Fe 
0,28 ., n/400 — by we « ee 4. 
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C. Titrationen von Ferri nach Reduktion durch Titanochlorid. 


Es zeigte sich, daB die Reduktion der Ferrisalzlésungen durch 
Titan nur in der Hitze quantitativ erfolgt. Die eingetretene Reduktion 
erkennt man daran, da die Lésung farblos geworden ist. Es wurde 
in stark salzsaurer Lisung titriert, da in dieser die Ausschlige am 
deutlichsten sind (siehe Miiller, |. c.). 


leem n/10 Ferri + 2cem HCl + 2 ccm Titan (15prom.) mit n/10 Bromat 








titriert. 
emet Millivolt 4 Bromet Millivolt ee 
ccm ae ccm 4¢ 
| 
0.45 200 | _ 10 430 — 
0,48 260 ee, 1,2 450 — 
0,51 295 120 14 490 — 
054 345 160 Maximum 15 515 25 
0,57 360 | 50 1,55 560 90 
0,61 370 |_— 1,59 830 670 Maximum 
0.64 380 j— 1,62 855 90 
08 405 ;— 1,65 70 50 
Berechnung des Eisengehalts: 
1,59 
— 0,54 
1,05 cem Bromat fiir Eisen und Titanblindwert. 
— 0,06 


0,99 ccm Eisengehalt. 


Theoretisch: 1,00 cem n/10 Fe. Gefunden: 0,99 cem n/10 Fe. 


leem n/100 Ferri + 1 cem HCl + 2 cem Titan (15 prom.) mit n/100 Bromat 








titriert. 

Bromet | Millivolt oe Bromet |  Millivolt | <2. 
ccm 4c ccm 4¢ 
0,4 170 _ 15 470 a 
05 190 20 1,6 480 -= 
0.6 240 50 1,65 490 20 
0,69 345 115 1,70 500 20 
0,76 370 35 Maximum 1,75 540 80 
0,90 400 ) 1,80 600 120 
10 410 -- 1,85 840 480 Maximum 
Ll 425 — 1,90 | 886 70 
12 435 — 195 | 890 20 
14 460 _ 


Biochemische Zeitschrift Band 168. 14 
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Berechnung des Eisengehalts: 
1,85 
— 0,69 
1,16 cem Bromat fiir Eisen + Titanblindwert. 
—0,16 ,, Blindwert fiir 2 ccm Titan. 





‘1,00 cem Eisengehalt. 
Theoretisch: 1,00 ccm n/100 Fe. Gefunden: 1,00 cem n/100 Fe. 
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ccm ccm Bromat 
Abb. 4a. Abb. 4b. 


1 ccm n/400 Ferri + 1 cem HCl + 1 cem Titan (15prom.) mit n/400 Bromat 











titriert. 
Bromet | Millivolt — Bromet / — Millivolt A 
com de cm | 4e 
= = { 
14 170 _ 3,0 445 poe 
1,6 185 — 31 460 oni 
1,8 210 — 3,2 465 — 
2.0 235 — 3,3 480 — ( 
2.2 260 7,5 ‘| 34 495 15 
2,32 275 13 3,47 510 20 
2.44 350 60 Maximum] 3,58 550 80 
2.50 370 35 3,63 660 160 
2,60 395 15 3,68 750 180 ( 
2,70 410 — 8,70 810 300 Maximum 
2,80 420 —— 3,75 850 50 
2,90 430 — 3,80 880 , 60 
Berechnung des Eisengehalts: 
3,70 
~ 2,44 ; 
1,26 cem Bromat fiir Eisen + Blindwert. ( 


—0,28 ,, Blindwert (s. bei Titantitration). 


0,98 ccm Eisengehalt. 
Theoretisch: 1,00 cem n/400 Fe. Gefunden: 0,98 cem n/400 Fe. 
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Titrationen auf ,,Doppelsprung* mit n/400 Bromat. 


Blindwerte der Titanlésung (1 cem 15prom.). 


1. 0,2l ecm n/400 Bromat 4. 0,23 cem n/400 Bromat 
2. 0,20 ,, n/400 = 5. 0,22 ,, n/400 “ 
3. 0,24 ,, n/400__,, 6. 0,20 ,, n/400_,, 


Mittel 0,22 ccm n/400 Bromat = 0,0308 mg Fe. 


3cem n/800 Ferri + 1 cem HCl + 1 cem Titan. 
1. 1,70cem n/400 Bromat 2. 1,72cem n/400 Bromat 
Theoretischer Wert 1,72 ccm. 


2,5ecem n/800 Ferri + 1 cem HCl + 1 cem Titan. 
1. 1,48 ccm n/400 Bromat 2. 1,49ccem n/400 Bromat 
Theoretischer Wert 1,47 ccm. 


2,0cem n/800 Ferri + leem HCl + 1 cem Titan. 
1. 1,20cem n/400 Bromat 3. 1,22 cem n/400 Bromat 
2. 1,21 ,, n/400 i 4. 1,22 ,, n/400 - 
Theoretischer Wert 1,22 ccm. 


1,5 cem n/800 Ferri + 1 eem HCl + 1 cem Titan. 
1. 0,99 ccm n/400 Bromat 3. 0,96 ccm n/400 Bromat 
2. 0,95 ,, n/400_,, 4. 0,95 ,, n/400_,, 

Theoretischer Wert 0,97 ccm. 

leem n/800 Ferri + leem HCl + 1 cem Titan. 
1. 0,71 cem n/400 Bromat 4. 0,70 cem n/400 Bromat 
2. 0,69 ,, n/400 a 5. 0,73 ,, n/400_,, 
3. 0,74 ,, n/400_,, 

Theoretischer Wert 0,72 ccm = 0,070 mg Fe. 


0,9 cem n/800 Ferri + l1cem HCl + 1 cem Titan. 
1. 0,68 cem n/400 Bromat 2. 0,67 ccm n/400 Bromat 
Theoretischer Wert 0,67 ccm = 0,063 mg Fe. 


0,8 ccm n/800 Ferri + 1 cem HCl -- 1 eem Titan. 
1. 0,61 cem n/400 Bromat 2. 0,60 cem n/400 Bromat 
Theoretischer Wert 0,62 ccm = 0,056 mg Fe. 


0,7 com n/800 Ferri + leem HCl + 1l eccm Titan. 
1. 0,56 ccm n/400 Bromat 2. 0,57 ccm n/400 Bromat 
Theoretischer Wert 0,57 ccm = 0,049 mg Fe. 


0,6 cem n/800 Ferri + 1 cem HCl + l ecem Titan. 
1. 0,52 cem n/400 Bromat 2. 0,49 ccm n/400 Bromat 
Theoretischer Wert 0,52 cem = 0,042 mg Fe. 


0,5 cem n/800 Ferri + 1 cem HCl + 1 cem Titan. 
1. 0,50 cem n/400 Bromat 3. 0,46 cem n/400 Bromat 
2. 0,49 ,, n/400_,, 4. 0,43 ,, n/400__,, 
Theoretischer Wert 0,47 com = 0,035 mg Fe. 


14* 
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Titrationen mit n/800 Bromat. 








Bromat Millivolt | gs Bromet | Millivolt A 
ccm 4c ccm 4e 
3,0 220 — 4,8 385 5 

3,6 240 _ 5,0 400 — 

4,0 ; 260 _- 5,2 430 — 

4,2 | 270 5 5,6 455 6 

44 315 22 58 490 17 

4,46 325 15 6,0 580 | 45 

4,51 335 20 6,1 650 70 

4,54 350 45 Maximum] 6,2 740 90 

4,59 360 20 6,25 830 180 Maximun 
4.7 370 8 6,30 870 80 





Berechnung des Eisengehalts: 
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Wie man aus der Kurve ersieht, sind die Spriinge bei Benutzun 
von n/800 Bromat nicht mehr so deutlich, wie bei starkeren Bromat- 
lésungen. Jedoch lassen sich auch hier gute Resultate erhalten, wenr 
man auf Doppelsprung titriert, wie aus den folgenden Titrationen 
ersichtlich ist. Bei diesen starken Verdiinnungen ist es besonder 
notwendig, sich streng an ein gleichmaBiges Titrieren zu gewéhnen 


Titrationen mit n/800 Bromat auf Doppelsprung. 


Es wurde etwa dreitropfenweise mit jedesmaligem kurzen, nicht 
zu starkem Schiitteln titriert. Briickenstellung zuerst auf 330 Millivolt 
Nach Erreichung dieses Punktes wurde die Briicke auf 500 Millivolt 
gestellt. War dieser Punkt tiberschritten, so wurde nur noch tropfen- 
weise titriert. Blieb das Potential nach Schiitteln noch zweima! 
15 Sekunden iiber 800 Millivolt, so war die Titration beendet. 
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Blindwert der Titanlésung. 


1. 0,60 cem n/800 Bromat 3. 0,59 cem n/800 Bromat 
2. 0,58 ,, n/800 9 4. 0,60 ,, n/800 ae 


Mittel 0,59 cem n/800 Bromat. 
leem n/800 Ferri + 1 cem HCl + 1 cem Titan. 
1. 1,53 cem n/800 Bromat 3. 1,60 ccm n/800 Bromat 
2. 1,57 ,, n/800 - 4. 1,54 ,, n/800 int 
Theoretischer Wert 1,59 cem. 
0,9 cem n/800 Ferri + 1 cem HCl + 1 cem Titan. 
1. 1,52 cem n/800 Bromat 2. 1,45 cem n/800 Bromat 
Theoretischer Wert 1,49 ccm. 
0,4 cem n/800 Ferri + leem HCl + 1 cem Titan. 


1. 1,00 cem n/800 Bromat 3. 1,00cem n/800 Bromat 
2. 1,02 ,, n/800 on 4. 0,95 ,, n/800 - 


Theoretischer Wert 0,99 cem = 0,028 mg Fe. 
0,3 ecem n/800 Ferri + 1 cem HCl + 1 cem Titan. 
1. 0,86 cem n/800 Bromat 3. 0,83 cem n/800 Bromat 
S, O80 .. afheee. -w 4. 0,88 ,, n/800_,, 
Theoretischer Wert 0,89 ccm = 0,021 mg Fe. 
0,2 cem n/800 Ferri + 1 cem HCl + leem Titan. 


1. 0,79 cem n/800 Bromat 3. 0,73 cem n/800 Bromat 
2. 0,76 ,, n/800 oe 4. 0,84 ,, n/800 wt 
Theoretischer Wert 0,79 ccm = 0,014 mg Fe. 


Die hiermit einer titrimetrischen Bestimmung zugingliche Eisen- 
menge, die in 0,2 cem n/800 Ferrilésung enthalten ist, betrdgt 0,014 mg 
Fe. Da es gelingt, den Leerwert noch weiter zu verringern, so laBt 
sich wohl auch eine Titration von 0,01 mg und noch etwas weniger 
erméglichen. Die Befreiung der Titanlésung vom Eisengehalt siehe 
bei Kolthoff *). 

II. A. Feuchte Veraschung. 

Sie wurde auf folgende Weise versucht. Eisen-Serummischungen?) 
ud reine Eisenlésungen wurden mit Schwefel- und Salpetersaure nach 
Neumann verascht und die klare Lésung in ein Becherglas tiberspiilt. 
Darauf wurde langere Zeit gekocht und mit Titan reduziert. Die 
Reduktion war oft unvollstandig und die Einstellung der Potentiale 
bei der Titration erfolgte so trige, daB sich keine brauchbaren Werte 
erhalten lieBen. 


1) Kolthoff und Tomizek, The application of titanous chloride to 
potentiometric titrations. II. Purity preparation and standardition of 
the titration liquid. Recueil des travaux chim. des Pays-Bas 48, 775 bis 
783, 1924. 

2) leem Serum + Il cem n/100 Ferrichloridlésung wurde vermischt, 
so daB die Lésung n/200 war. 
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B. Trockene Veraschung. 
1. Ohne Zusatz von Alkali. 

Eisen-Serummischungen und reine Eisenlésungen wurden im Quarz. 
oder Porzellantiegel durch einfaches Gliihen iiber der Flamme dex 
_ Bunsenbrenners verascht. Dabei zeigte sich, daB Eisen verloren ging 
Besonders deutlich wurde der Verlust beim Gliihen iiber dem Geblase 
In den Fallen, in denen, um einen Verlust beim Gliihen zu vermeiden. 
schwicher gegliiht wurde und sich noch Kohleteilchen zeigten, wa; 
die Menge an verbrauchtem Bromat im Verhiltnis zur Eisen. 
menge zu groB. Ein Versuch mit gewéhnlicher Eisenlésung, be; 
dem nach der Reduktion durch Titan Knochenkohle zugefiigt wurde. 
ergab, daB Kohle das iiberschiissige Titanchlorid oxydierte und be 
der Titration Bromat band. Es folgt daraus, daB die Veraschung voll. 
standig durchgefiihrt sein muB. 


Blattchenmethode. 

Versuche, das Blut nach Aufsaugung in Blittchen, wie sie bei der 
Bangschen Methode iiblich sind, zu veraschen, fiihrten nicht zum Ziele 
Die Blattchen hatten einen zu hohen und nicht konstanten Eisen. 
blindwert. Auch nach mehrtagiger Reinigung der Blattchen mit Salz. 
siiure und Aqua dest. gingen die Blindwerte nicht wesentlich herunter 
Auch aschefreie Filter waren ungeeignet. 


2. Veraschung mit Zusatz von Natronlauge oder Kalilauge 

Es wurde vor der Veraschung das Eisen mit 2 bis 3 Tropfen etwa 
10proz. Natronlauge gefallt. Bei vorsichtigem Gliihen im Quarztiege! 
konnten richtige Resultate erhalten werden, waihrend beim starken 
Gliihen groBe Verluste eintraten. Der Quarztiegel wird durch dic 
geringe Menge der Natronlauge bald aufgelockert und nach kurzer 
Zeit unbrauchbar. 


‘Auch der Platintiegel ist fiir die Veraschung ungeeignet. Zuniichst 
war es schwer, das Eisenoxyd aus dem Platintiegel vollstandig zu ent- 
fernen, da es trotz Vermeidung von zu starkem Gliihen sehr fest am 
Boden haftete. AuBerdem traten haufig Titrationsstérungen auf, 
deren Ursache nicht aufgeklirt werden konnte. 


Im Porzellantiegel wurden nach der Veraschung mit Natronlauge 
viel zu hohe Eisenwerte gefunden. Der Fehler stammt zum griiften 
Teil aus Eisen, das beim Gliihen mit fixem Alkali von dem Porzellan- 
tiegel abgegeben wird. Unsere Versuche lieBen das mit Bestimmtheit 
erkennen. 

Veraschung mit Zusatz von Ammoniak. 

Aus diesem Grunde wurde die Natronlauge als Fallungsmitte! 

verworfen und zu Ammoniak iibergegangen. Damit waren die Schwierig- 
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keiten behoben. Die Bestimmungen wurden nunmehr in folgender 
Weise vorgenommen : 

Die zu untersuchende Fliissigkeit wird im Porzellantiegel mit 0,2 cem 
Ammoniak (wir benutzten die 25proz. Lésung ,,zur Analyse‘‘ von Kahl- 
baum) versetzt, auf dem Bunsenbrenner vorsichtig eingedampft und 
verkohilt. Darauf wird nochmals 0,2ccem Ammoniak zugefiigt, 
erhitzt und in dem auf schwache Rotglut gebrachten ,,Tiegelofen mit 
Kinsatz‘* (Heraeus, Hanau) die Veraschung vorgenommen. Auf peinliche 
Sauberkeit, besonders Vermeidung von metallhaitigen Instrumenten 
beim Anfassen des Tiegels ist zu achten. Sobald die letzten Kohle- 
teilchen verschwunden sind, wird der Tiegel aus dem Ofen entfernt 
und abgektihlt. Darauf werden 2 ccm konzentrierte Salzsiure und etwa 
icem Aqua dest. hinzugefiigt und das Ganze erwirmt, Wwobei eine 
véllige Lésung der Asche eintritt. Die Lésung wird in ein Becher- 
glas tibergegossen, der Tiegel nochmals mit 1 ccm Aqua dest. versetzt, 
erwarmt und ebenfalls in das Becherglas entleert. Nunmehr wird 
die Lésung im Becher zum Sieden erhitzt und mit einer der Eisen- 
menge ungefahr entsprechenden Titanchloridlésung reduziert, ab- 
gekihlt und dann mit Kaliumbromat titriert. Die Titration erfolgt 
in der bei der Titration einfacher Eisenlésungen angegebenen Weise. 

Die Titration in der noch heiBen Lésung ist unsicher, weil in der 
Hitze die Agarréhrchen ausgelaugt werden und austretender Agar 
Bromat verbrauchen kann. 


Titrationen von n/200 Ferri-Serummischung auf Doppelsprung 
mit n/400 Bromat. 
Blindwert 0,28. 
0,8 cem n/200 Ferri-Serummischung + 2cem HCl + Titan. 
1. 1,81 cem n/400 Bromat 2. 1,91 cem n/400 Bromat 
Theoretischer Wert 1,88 ccm. 
0,7 cem n/200 Ferri-Serummischung + 2cem HCl + Titan. 
1. 1,66cem n/400 Bromat 3. 1,73 cem n/400 Bromat 
2. 1,75 ,, n/400 o 
Theoretischer Wert 1,68 cem. 
0,6 cem n/200 Ferri-Serummischung + 2cem HCl + Titan. 
1. 1,46 cem n/400 Bromat 3. 1,48 cem n/400 Bromat 
2. 1,45 ,, n/400 
Theoretischer Wert 1,48 ccm. 
0,5 cem n/200 Ferri-Serummischung + 2 cem HCl + Titan. 
1. 1,32 cem n/400 Bromat 3. 1,30 cem n/400 Bromat 
2. 1,30 ,, n/400 i 4. 1,24 ,, n/400 - 
Theoretischer Wert 1,28 cem = 0,14 mg Fe. 


0,4cem n/200 Ferri-Serummischung + 2 cem HCl + Titan. 
1. 1,06 cem n/400 Bromat 3. 1,09 cem n/400 Bromat 
2. 1,09 ,, n/400 o 
Theoretischer Wert 1,08 cem = 0,112 mg Fe. 
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0,3 cem n/200 Ferri-Serummischung -++ 2 cem HCl + Titan. 
1. 0,90 cem n/400 Bromat 3. 0,88 cem n/400 Bromat 
2. 0,90 ,, n/400 - 4. 0,85 ,, n/400 i 


Theoretischer Wert 0,88 com = 0,084 mg Fe. 
0,2 cem n/200 Ferri-Serummischung + 2 cem HCl + Titan. 


1. 0,73 cem n/400 Bromat 4. 0,68 ccm n/400 Bromat 
2. 0,64 ,, n/400 - 5. 0,71 ,, n/400 = 
3. 0,71 ,, n/400 ob 6. 0,70 ,, n/400 am 


Theoretischer Wert 0,68 com = 0,056 mg Fe. 


Bestimmung des Eisens im Blut. 


Die Bestimmungen wurden genau wie bei Eisen-Serummischunge:, 
ausgefiihrt. Die theoretischen Werte wurden aus der in 0,2 cem Blu 
gefundenen Menge abziiglich des Blindwertes fiir die iibrigen Blu. 
mengen berechnet. Es wurde mit n/400 Bromat titriert. 


0,72 cem n/400 Bromat 
0,28 ” n/400 ” 


0,44 fiir 0,2 cem Blut oder 
0,22 ’? 0,1 °° ’? 
Blindwert 0,28 ccm n/400 Bromat. 
0,2 cem Blut. 


‘A l. 0,74cem n/400 Bromat 4. 0,74cem n/400 Bromat 
a 2. 0,71 ,, n/400 a 5. 0,72 ,, n/400 - 
$$ 3. 0,72 ,, n/400 6d 6. 0,67 ,, n/400 aa 


Mittel 0,72 cem n/400 Bromat. 
0,3 cem Blut. 


: 1. 0,93 cem n/400 Bromat 3. 0,92 cem n/400 Bromat 
4 2. 0,87 ,, n/400 ,, 4. 0,87 ,, n/400_,, 
*. Theoretischer Wert 0,66 com n/400 Bromat 
a aa 0,28 aT n/400 ” 
i. , 0,94 ccm n/400 Bromat 
iy 0,4.ccem Blut. 
Fi l. 1,15cem n/400 Bromat 3. 1,18cem n/400 Bromat 
if 2. 1,15 ,, n/400__,, 
| Theoretischer Wert 0,88 ccm n/400 Bromat 
Mee +0,28 ,, n/400 » 
; 1,16 com n/400 Bromat 
| 0,5 cem Blut. 
j 1. 1,33 ccm n/400 Bromat 3. 1,33 cem n/400 Bromat 


2. 1,38 ,, n/400_,, 4. 1,35 ,, n/400_,, 


Theoretischer Wert 1,10 ccm n/400 Bromat 
a 0,28 °° n/400 ” 


1,38 cem n/400 Bromat 
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Die Elektrotitration in physiologischen Fliissigkeiten. 


Ill. Mitteilung: 
Eine neve Zuckerbestimmungsmethode. 


Von 
Ernst Mislowitzer. 


Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts der Universitat, 
Charité, Berlin.) 


(Eingegangen am 28. November 1925.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Das bei der Reduktion aus dem Kupfersulfat gebildete Cuprooxyd 
wird in der Bertrandschen Methode iiber das Ferri- und Ferroeisen 
mit Permanganat titrie:t'). Bei der urspriinglichen Methode und auch 
allen bisherigen Abianderungen®) wird das Cu,O aus der Reduktions- 
flissigkeit durch Abfiltrieren oder Abzentrifugieren entfernt. Diese 
Isolierung muf geschehen, weil sich Ferroeisen nicht in Gegenwart 
von einer organischen Substanz, in diesem Falle von weinsaurem 
Natrium, mit Permanganat titrieren laBt. 

Wahlt man zur Oxydation des Ferroeisens Bromat und nimmt 
man an Stelle des weinsauren das zitronensaure Salz, so laBt sich die 
Titration ohne weiteres in der mit Ferrieisen versetzten und ange- 
siuerten Reduktionsfliissigkeit ausfiihren. Eine Abtrennung des Cu,O 
eriibrigt sich nunmehr. 

Das Ende der Titration wird bei der Anwendung von Permanganat 
an dem Auftreten des rosa Farbtones erkannt. Bei der Oxydation des 
Ferroeisens durch Bromat erscheint keine charakteristische Farbe. 
Somit kann als Indikator nur der am Ende der Oxydation auftretende 
Potentialsprung dienen. 


1) Siehe Bertrand, Bull. de la Soc. Chim. de France 35, 1285, 1906; 
Sontag, diese Zeitschr. 58. 

*) Méckel und Frank, Hoppe-Seyler 65, 323, 1910; L. Michaelis, diese 
Zeitschr. 59, 166, 1914. 
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Die elektrometrische Bestimmung von Ferroeisen, auf die, wx 


ersichtlich, die Zuckerbestimmung hinauslauft, ist in der vorhergehen««), 
Arbeit ausfiihrlich besprochen worden. Der Endpunkt der Oxydatioy 
wird durch die vereinfachte Titration auf ,,Sprung“ aufgesucht und 
sehr leicht gefunden. 

Wie in der vorhergehenden Arbeit schon gesagt, werden nicht dic 
einzelnen Potentialdifferenzen nach jedem Zusatz von MaBfliissigkeit 
gemessen und die Unterschiede miteinander verglichen, sondern es 
wird bei fester Briickenstellung so lange titriert, bis der Zeiger des 
MeBinstruments nicht mehr nach rechts, sondern deutlich nach links 
ausschligt. So ausgefiihrt, ist die elektrometrische Titration nicht 
viel schwieriger als eine Titration unter Benutzung von Farbindikatoren, 


Ubersicht tiber das Prinzip der Methode. 


1. Oxydation der Glucose in einer Lésung von Kupfersulfat, 
Natriumhydrat und zitronensaurem Natrium. 

2. Direkte Oxydation (ohne Isolierung) des gebildeten Cu,O durch 
Ferrieisen in salzsaurer Lésung. 

3. Titration des entstandenen Ferroeisens mit Hilfe von Bromat 

unter Verwendung des Potentialsprungs als Indikator. 

Die Ausfiihrung der Methode erfolgt in drei Abschnitten, welche 
sind : : 

1. Die Reduktion. 

2. Der Umsatz Cupro-ferri zu Cupri-ferro. 

3. Die elektrometrische Titration. 

Die Methode ist als Mikro- und Halbmikromethode ausgearbeitet. 

1. Die Reduktion geschieht bei der Mikromethode in Jenaer Bechern 
von 50 ccm Inhalt, 6,7 cm Héhe und 3,5cm auBerer Durchmesser am 
Boden (schlanke Form), bei der Halbmikromethode in Jenaer Becher- 
glasern von 50 ccm Inhalt (Normaltyp). Die Becher werden auf einem 
Asbestdrahtnetz iiber freier Flamme stark erhitzt, so daB die Fliissigkeit 
nach 1% bis 2 Minuten ins Sieden kommt. Dann wird die Flamme 
klein gestellt, ein Uhrglas auf den Becher gelegt und die Fliissigkeit 
genau 3 Minuten in einem schwachen, aber deutlichem Sieden gehalten. 
3 bis 4 Glaskapillaren sind zur Vermeidung des Siedeverzugs in den 
Becher hineinzustellen. Nach Beendigung der Reduktion wird das 
Uhrglas entfernt und der Becher in ein etwas gréBeres mit Wasser 
gefiilltes GefaB gestellt. Die Abkiihlung ist schnell erreicht, und es 
kann nunmehr die Umsetzung von Kupfer und Eisen erfolgen. 

2. Zu diesem Zwecke wird der Reduktionsfliissigkeit eine Salz- 
sdure-Hisenlésung hinzupipettiert. Durch die Neutralisation hat sich 
die Fliissigkeit wieder erwirmt, kiihlt sich aber in 2 bis 3 Minuten 
beim Stehen oder in 4 Minute beim Kiihlen in Wasser wieder auf 


Zim 
Bro: 


Aga 
eine 
sich 
st 
arbe 
Zeit 
dic 

Zeit 
ret h 
den 
reck 
Bro 
iibe! 
Ein 
auc! 
lass 
Bro 
pun 
ode! 
Bec 
keh 
Sch 
bei 
Um 
keit 
ders 


das 
noc 
noe 
hin: 


1M 


wei 


He! 


mal 








Wie 
den 
on 


and 


die 
<eit 

es 
des 
nks 
cht 


en. 


at, 


rch 


1at 


he 





Elektrotitration. III. 219 


Zimmertemperatur ab. (Die Siedekapillaren werden erst nach beendeter 
Bromattitration aus dem Becher herausgenommen.) — 

3. In den Becher wird eine Platinelektrode und ein elektrolytischer 
Stromschliissel oder ein Agarréhrchen gestellt. Das andere Ende des 
Avarréhrehens fiihrt in eine mit KCl-Lésung gefiillte Wanne, in die 
eine gesattigte Kalomelelektrode eintaucht. Als Platinelektrode eignet 
sich ein Platindraht, der am Ende etwas Platinblech tragt. Bequemer 
ist es mit den in Glasréhren eingeschmolzenen Platinelektroden zu 
arbeiten, die zur Ausriistung der Becherglaselektrode (siehe diese 
Zeitschr. 159, 72) gehéren. Die Kalomelelektrode bildet den negativen, 
dic Platinelektrode den positiven Pol. Bei Benutzung des in dieser 
Zeitschr. 159, 68, beschriebenen Potentiometers stellt man den 
rechten Skalendrehknopf auf 800, den linken auf 0, schaltet vorsichtig 
den Einschalter von A in Richtung Z. Der Zeigerausschlag geht nach 
rechts. Nun gibt man aus einer Mikrobiirette in kleinen Portionen 
Bromat in den Becher, schiittelt nach jedem Zufiigen einmal um und 
iiberzeugt sich nach jeder Portion durch vorsichtiges Betatigen des 
Einschalters, daB der Zeiger noch nach rechts ausschligt. Man kann 
auch den Einschalter auf einer Mittelstellung zwischen A und £ be- 
lassen und solange in das Becherglas unter gelindem Umschiitteln 
Bromatlésung eintropfen lassen, bis der Zeiger in die Nahe des Null- 
punkts gekommen ist. Steht der Zeiger beim Einschalten nach £ still, 
oder bewegt er sich zum ersten Male nach links, so schiittelt man das 
Becherglas gut um, wodurch er zumeist noch einmal nach rechts zuriick- 
kehrt. Die Titration ist beendet, wenn der Zeiger nach dreimaligem 
Schiitteln von wenigen Sekunden Dauer im Verlauf von 1 Minute 
beim Einschalten stets noch deutlich nach links ausschligt. Beim 
Umschiitteln des Bechers la8t man die Platinelektrode in der Flissig- 
keit; man halt das Becherglas in der rechten Hand und mit den Fingern 
derselben Hand stiitzt man dr Elektrode. 


Leerwert. 


Stellt man die Platinelektrode in die Ferrisalzlésung, so wird 
das Potential gegeniiber der gesattigten Kalomelelektrode gewéhnlich 
noch unter 800 Millivolt liegen, d. h., der Zeiger wird beim Einschalten 
noch nach rechts schlagen. Gibt man tropfenweise Bromatlésung 
hinzu, so wird nach wenigen Tropfen (zumeist nach zwei bis vier) der 
Endpunkt der Leertitration erreicht sein, der Zeiger also auch nach 
1 Minute noch bei der Einschaltung von 800 Millivolt nach links ab- 
weichen. 

Die bis zu diesem Punkte verbrauchte Bromatmenge ist nach 
Herstellung von neuen Lésungen jedesmal festzustellen. Untersucht 
man Lésungen, die auBer Zucker noch sehr viele Salze enthalten, oder 





























220 E. Mislowitzer: 


will man den Zuckergehalt enteiweiBter physiologischer Fliissigkeitey 
feststellen, so ist es unumginglich nétig, sich durch eine kurze Titratioy 
von der GréBe des Leerwertes zu tiberzeugen. 

Zu diesem Zwecke gibt man zuniichst die Eisensalzsiurelésuny 
dann die Reduktionsfliissigkeit und dann die Versuchsliésung (in diese; 
Reihenfolge!) in einen Becher und titriert den Leerwert aus. May 
achte darauf, dafS man genau diejenigen Lésungsmengen auch zur 
Leertitration verwendet, die bei der Hauptbestimmung zur Anwendung 
kommen; man nehme also ebensoviel Eisensalzsiureliésung, die gleiche 
Menge der Reduktionslésung und vor allem auch dieselbe Menge des 
Blutfiltrats, des Leberfiltrats oder der sonstigen Zuckerlésung, wie bei 
der wirklichen Bestimmung. 

Die aus physiologischen Fliissigkeiten stammenden Leerwerte 
sind zumeist besonders hoch und daher dringend zu_ beriicksichtigen'). 

Von den nach der Reduktion erhaltenen Bromatwerten sind dann 
die Zahlen, die bei der direkten Titration ohne vorhergehende Reduktion 
erhalten werden, also die Leerwerte, abzuziehen. 

Wiinschenswert ist es auch, sich von Zeit zu Zeit davon zu iiber- 
zeugen, daB durch das Kochen der Reduktionslésung keine Erhéhung 
des Leerwertes erfolgt. 

Man kann auch bei der Leerbestimmung immer so vorgehen, dal 
man die Reauktionslésung mit destilliertem Wasser zur vorgeschriebenen 
Gesamtsumme verdiinnt, 3 Minuten im Sieden halt, abkiihlt, die 
Eisensalzsiurelésung zusetzt und nunmehr erst mit Bromat titriert. 

Da aber die Titration ohne vorhergehendes Sieden der Reduktions- 
fliissigkeit, die direkte Titration, meistens mit der eben beschriebenen 
véllig iibereinstimmt, ist die erstere als einfachere und schnellere vor- 
zuziehen. 

Stdrungen. 

Die auftretenden Stérungen lassen sich als solche der Reduktion 
oder der Titration erkennen. 

Die Stérungen bei der Reduktion riihren von zu heftigem oder 
zu geringem Sieden her. Durch Auswahl der Asbestdrahtnetze, 
Regulierung der Bunsenbrenner und Erhitzen der Drahtnetze schon 
einige Zeit vor dem Aufstellen der Becher laBt sich stets ein ungefahr 
gleichzeitiger Siedebeginn und ein gleichmaBiges, ruhiges Sieden er- 
méglichen. 

Stérungen bei der Titration stammen wohl immer nur von <er 
Platinelektrode her. Hat man mehrere der oben erwahnten Glasstab- 


1) Harnséure bindet proportional ihrer Menge Bromat. Eine Bestim- 
mungsmethode fiir Harnséure, die auf diesem Prinzip beruht und zu einer 
elektrometrischen Titration fiihrt, wird zurzeit ausgearbeitet und soll als 
IV. Mitteilung dieser Serie erscheinen. 
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elektroden gebrauchsfertig vorritig, so wechselt man gegebenenfalls 
nur die Elektrode aus. Starke Ammoniakdimpfe machen die Elektrode 
trave. Dasselbe wird durch Schwefelwasserstoff verursacht, doch 
lassen sich diese Gase ja stets vermeiden. 

Die nicht im Gebrauch befindlichen Elektroden halt man in einer 
starken Bichromatschwefelsiurelésung. Die schlechten Elektroden 
erhitzt man einige Zeit in diesem Gemisch. 


Herstellung der Liésungen. 


1. Reduktionslésung. 

72g Natrium citricum von Schering'), chem. Fabrik a. Akt., 
Berlin, werden in ungefihr 140 ccm Aqua dest. unter Erhitzen geldst, 
filtriert und abgekihlt. 5,4 g Natriumhydrat werden in etwa 25 ccm 
Aqua dest. gelést, abgekiihlt und zur Citratlésung hinzugegeben. 1,68 g 
Kupfersulfat ,,zur Analyse“ werden in 25 cem gelést und zu der alkali- 
schen Citratlésung hinzugefiigt. Das ganze wird auf 200 ccm aufgefiillt. 

2. Salzsiure-Eisenlésung. 

Ferrisulfatlésung, 50g Ferrisulfat, 200g konzentrierte Schwefel- 
siure (1,84) werden auf 1 Liter mit Aqua dest. aufgefiillt. Davon 
25cem und 225cem konzentrierte Salzsiure (1,19) ergeben die Salz- 
siure-Eisenlésung. 


3. n/50 K-Bromatlésung und n/100 K-Bromatlésung. 0,783 ¢ 
K BrO, in 1 Liter gelést = n/10 Bromatlésung; n/50 und n/100 durch 
Verdiinnen der n/10. Titerstellung tiber Jodid und Thiosulfat. 


Mikromethode. 
Anwendungsgebiet: 0,24 bis 0,90 mg 
Glucose in 5cem Gesamtvolumen. Auf 
die Volumina ist sorgsam zu achten/ 





Zuaneal: 


4—4$—$4- 4 ——}- 4. > +} — 


Zuckerlésung, eventuell auf- 
zufiillen auf... .. . 5,0ccm 
Reduktionslésung . . . . . 2,0 


zusammen. . . 7,0cem 


Eisen-Salzséurelésung . . . 3,0 ccm 
Molaritat der Bromatlésung 
n/100. 
Titrationswert 
Leerwert . 


Differenzwert .... = «@ ccm 


acem Bromat = a.0,4 + 0,084 mg 
Glucose (siehe Abb. 1). Abb. 1. Mikromethode. 
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1) Mit dem Salz von Kahlbaum erhielten wir hiufig einen zu hohen 
Leerwert. 
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Halbmikromethode. 


Anwendungsgebiet: 0,60 bis 2,40mg Glucose in 10cem Gesamt. 
volumen. Auch hier sind die angegebenen Volumina genau einzuhalten:! 


Zuckerlésung, eventuell aufzufiillen auf . . . 10,0 cem 1] 
peGmeenien ce wh es OD & 
zusammen .. . 14,0ccem 
Eisensalzsiurelésung ........... 5,0cem 
Molaritat der Bromatlésung n/50. 
66 a5 and ae we Rk ke a 
ES tite & Ae, Wee a ke ee a os 
Differenzwert ...... 2... s+ +» GCOM 
acem Bromat = a.0,74 + 0,2 mg Glucose (siehe Abb. 2). v4 





mg Slukose 
Abb. 2. Halbmikromethode. 


Experimentelle Daten iiber die Mikromethode 
(stets in ccm n/100 Bromatlésung). 


I. Theoretischer Wert 0,39, Mittelwert aus 29 Bestimmungen 0,387. 


Gefunden: 
0,39 0,36 0,40 0,36 0,40 0,37 
0,42 0,40 0,41 0,38 0,41 0,38 
0,39 0,41 0,42 0,39 0,39 0,38 
0,38 0,37 ‘0,37 0,37 0,37 0,41 
0,37 0,40 0,37 0,39 0,40 
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Il. Theoretischer Wert 0,54. 


Gefunden : 
0,51 0,51 0,53 0,53 0,53 0,53 


lll. Theoretischer Wert 0,69, Mittelwert aus 11 Bestimmungen 0,707. 


Gefunden : 
0,69 0,71 0,72 0,72 0,72 0,69 
0,72 0,70 0,70 0,69 0,72 


IV. Theoretischer Wert 0,85. 


Gefunden : 
0,84 0,83 0,86 0,84 0,86 0,84 


VY. Theoretischer Wert 0,99, Mittelwert aus 21 Bestimmungen 0,991. 


Gefunden: 
0,99 0,98 1,02 0,98 1,02 0,99 
1,02 0,98 0,98 0,98 0,99 0,98 
1,03 0,97 0,99 1,01 0,97 0,97 
0,98 1,00 0,99 


VI. Theoretischer Wert 1,59, Mittelwert aus 28 Bestimmungen 1,595. 


Gefunden : 
1,58 1,60 1,60 1,60 1,56 1,63 
1,59 1,60 1,56 1,63 1,55 1,60 
1,60 1,59 1,54 1,61 1,62 1,61 
1,61 1,60 1,59 1,60 1,56 
1,64 1,61 1,58 1,60 1,60 


VII. Theoretischer Wert 1,89. 


Gefunden: 
1,88 1,86 1,88 1,83 1,88 1,85 


Experimentelle Daten itiber die Halbmikromethode 
(stets in ccm n/50 Bromatlésung). 


I. Theoretischer Wert 0,702. 


Gefunden: 
0,71 0,68 0,69 0,69 0,69 
0,71 0,69 0,72 


II. Theoretischer Wert 0,864. 


Gefunden : 
0,86 0,88 0,89 0,87 











0,99 1,00 1,05 1,03 1,01 1,04 
0,99 1,03 1,01 1,01 1,03 1,03 
1,03 1,03 1,02 
IV. Theoretischer Wert 1,512. 
Gefunden: 
1,52 1,52 1,50 1,51 1,51 1,49 
V. Theoretischer Wert 1,836. 
Gefunden : 
1,84 1,84 1,84 1,84 1,81 1,77 
VI. Theoretischer Wert 2,484. 
Gefunden: 
2,50 2,49 2,52 2,49 2,52 2,50 
> VII. Theoretischer Wert 2,646. 
Gefunden : 
2,66 2,64 2,64 2,66 2,64 2,66 
ad 2,66 2,65 2,63 2,66 2,64 2,66 
a4 
4 VIII. Theoretischer Wert 2,97. 
P| Gefunden : 
E. 3,00 2,93 2,98 2,95 2,95 2,95 
if 2,99 2,97 2,94 
ify 
Ks Fehlerrechnung. 
t: a) Mikromethode. 
Bt Wir haben aus den fiir 0,48mg und 0,72mg Glucose erhaltenes 
i Werten die Fehlerrechnung durchgefiihrt : 
ae 
if 
Aa I. 0,48 mg. 
; =af/,5 8 = t+ A+ dt dt 
hs n—l a = 3. 
ps: ¢ = + 0,0072 mg = mittlerer Fehler der einzelnen Messung. 
| : w, = + 0,0048 mg = wahrscheinlicher Fehler der einzelnen 
<< Messung. 
i 
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III. Theoretischer Wert 1,026. 


Gefunden: 





=i, 


+ 0,001 


= + 0,0016 mg = mittlerer Fehler des Mittelwertes. 
mg = wahrscheinlicher Fehler des Mittelwertes 
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Il. 0,72 mg. n 23. 
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e = + 0,0096 mg = mittlerer Fehler der einzelnen Messung. 
w, = + 0,0065 mg = wahrscheinlicher Fehler der einzelnen 
Messung. 
E = + 0,0018 mg = mittlerer Fehler des Mittelwertvs. 
w, = + 0,0012 mg = wahrscheinlicher Fehler des Mittelwertes. 
Uber die Streuung unterrichtet 30 
» Abb. 3. 
Von 65 wahllosen Bestimmungen 
vn 30 innerhalb von 4+ 1 Proz. 
weichung, 60 innerhalb von + 3,1 
id 2,1 Proz. Abweichung. 
b) Halbmikromethode. ’ 
Hier haben wir die Fehler- P 
nung fiir 0,96 und 2,16 mg Glucose il l 
irchgefiihrt. ee ee 
Abb. 3. 
I. 0,96 mg. 
a S= SR++ sP+ 52 
n—l n 22. 
é 
E += 
|\n | 
E = + 0,01396 mg = mittlerer Fehler der einzelnen Messung. 
w, = + 0,093 mg = wahrscheinlicher Fehler der einzelnen 
Messung. 
E = + 0,0036 mg = mittlerer Fehler des Mittelwertes. 


w, = + 0,0024 mg = wahrscheinlicher Fehler des Mittelwertes. 


II. 2,16mg. nm = 24. 


E = + 0,0195 mg = mittlerer Fehler der einzelnen Messung. 

w, = + 0,013 mg = wahrscheinlicher Fehler der einzelnen 
Messung. 

E = + 0,00473 mg = mittlerer Fehler des Mittelwertes. 

w, = + 0,00315 mg = wahrscheinlicher Fehler des Mittelwertes, 


Uber die Streuung bei der Halbmikro- 
wthode unterrichtet Abb. 4. 


Von 24 wahllosen Bestimmungen liegen 19 
nerhalb + 1,0 und — 1,2 Proz. Abweichung, 
avon 14 innerhalb + 0,6 Proz. Abweichung. 


Die Bestimmung des Zuckers im Blute. 


Zur EnteiweiBung benutzten wir die von 
. Michaelis (|. ¢.) angewandte kombinierte 








1” 
J 3 
2 2 
Se eee 
Abb. 4. 


nteiweiBungsmethode. Bei ihr wird der gréBte Teil des EiweiBes 
urch Erhitzen koaguliert und der Rest mit kolloidalem Eisen 


ntfernt. 
Biochemische Zeitschrift Band 168. 
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Wir arbeiteten nach folgender Vorschrift: 1,6cem Blut werd, 
mit 7,5eem destilliertem Wasser in einem Becherglas einmal ky, 
aufgekocht. Nach dem Kochen werden drei Tropfen n Essigsiiyy, 
dann unter Umschiitteln tropfenweise 9ccm einer 1:9 verdiinnte 
Lésung des 5proz. kolloidalen Eisenhydroxyds hinzugefiigt. Day, 
kommen fiinf Tropfen n NaOH und drei Tropfen einer gesiittigte) 
Na, SO,-Lésung hinzu. Der Inhalt des Becherglases wird nach Un. 
schiitteln nunmehr in einen MeBzylinder von 20 ccm gegossen. Da, 
Becherglas mit 2 x 4% ccm Aqua dest. nachgespiilt und mit Aqua dest 
auf 20 aufgefiillt. Das ganze wird dann durch ein trockenes Filte; 
filtriert, zweimal je 5ccem des Filtrats zur Reduktion benutzt wn 
weitere 5ccm zur direkten Titration des Leerwertes. 


Vergleichende Untersuchungen mit der Methode nach Bertrand. 
L. Michaelis ergaben folgende Resultate: 





Bertrand- Michaelis Elektrometrisch 
Proz. Proz. 
OS Se eae 0,111 0,108 
Se 0,109 0,107 
Blut TTT... . 0,0715 0,072 
BlutIV.... 0,081 | 0,079 
lg Ra as 0,125 0,122 


Bei den ersten Untersuchungen half Herr Dr. Edgar Warburg. 
Berlin, wofiir ihm auch an dieser Stelle bestens gedankt sei. Spiiter 


leistete mir Fraulein Hanna Reuker, Berlin-Karlshorst, wertvoll: 
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Uber Hemmung der Tumorglykolyse durch Anilinfarbstoffe, 
Von 
Muneo Yabusoe. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm -Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 30. November 1925.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Ich habe auf Vorschlag der Herren W. Schoeller und O. Warburg 
untersucht, in welcher Weise Anilinfarbstoffe die glykolytische Wirkung 
von Tumorgewebe beeinflussen. 

Als Versuchsmaterial benutzte ich das Flexner-Joblingsche Ratten- 
carcinom, fiir jeden Versuch vier diimne Carcinomschnitte } von 1 bis 

2mg Trockengewicht. Je ein Schnitt wurde in 
30cem Ringerlésung!) gebracht, die den zu priifen- 
den Farbstoff in den Konzentrationen 0 und 10-5, 
10-4 und 10~4 Molen pro Liter enthielt, und bei 38° 
unter LuftabschluB 1 Stunde lang in der Lésung 
bewegt. Nach dieser Zeit war der Schnitt mit der 
Farbstoffkonzentration der Lésung im Gleich- St 
gewicht und die Gleichgewichtskonzentration des 
Farbstoffs — wegen der kleinen Gewebemenge — 
nahezu gleich der Anfangskonzentration des Farb- 
stoffs. 

Wahrend der geschilderten Behandlung der 
Schnitte wurden vier GefiBe von der Form der 
Abb. 1 vorbereitet, in die je 3cem Ringerlésung 
mit den Farbstoffkonzentrationen 0 und 10~5, 10-* und 10~3 eingefiillt 
wurden. In jede Lésung wurde dann derjenige Schnitt gegeben, der 
mit ihr im Gleichgewicht war. 

Die Messung der Glykolyse geschah bei 38° und in 5 Vol.-Proz. 
Kohlensaure in Stickstoff, wie friiher beschrieben®), wobei die Versuchs- 








1) Die Ringerlésung war dem Rattenserum isoton und enthielt pro 
Liter 2,5 .10-* Mole Bicarbonat und 2g Glucose. 
2) Diese Zeitschr. 152, 51, 1924. 


15* 
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zeit 60 Minuten betrug. War in dieser Zeit der Kohlensauredruck yy 
hoo, mm gestiegen, so war die gebildete Milchsiure in Kubikmillimeter 


tm = hco,-kco,, (1 
wo kco, die GefaBkonstante fiir Kohlensiure bedeutet. 


Waren die Messungen beendigt, so wurden die Schnitte aus dey 
GefiBen herausgenommen, bei 100° bis zur Konstanz getrocknet wn 
gewogen. Durch besondere Versuche habe ich mich tiberzeugt, aj 
die aufgenommene Farbstoffmenge immer klein war gegen das Gewebe. 
gewicht, so daB die Glykolyse Qy ohne merklichen Fehler durch Division 
von 2m durch das gefundene Gewicht berechnet werden konnte. 


Die Wirkung der Farbstoffe auf die Glykolyse wurde ausgedriick: 
durch die Quotienten 


ida), — — 


wo [Qmlb die Glykolyse bei der Farbstoffkonzentration Null und [Qy\ 
die Glykolyse bei der Farbstoffkonzentration c bedeutet. In keinem 
Falle war [QJ]. gréBer als [Qy]o, sondern immer nur gleich oder kleiner 
als [Qm]po- Es zeigte sich also nie eine Beschleunigung der Glykolyse, 
sondern immer nur — falls eine Wirkung vorhanden war — eine 
Hemmung. Deshalb bedeutet der Ausdruck (2) die prozentische 
Hemmung der Glykolyse durch die Farbstoffkonzentration c. 

In den Tabellen I bis V habe ich die prozentischen Hemmungen 
der Glykolyse fiir eine Farbstoffkonzentration von 10~* Mol./Liter 
(in Ringerlésung) zusammengestellt. Die wirksamsten Farbstoffe 
finden wir unter den Triphenylmethan- und Chinolinfarbstoffen. 
Erstere sind nur dann stark wirksam, wenn sie keine Siuregruppe 
enthalten. Beispielsweise wird die Wirkung des Fuchsins (vgl. Tabelle 1) 
sehr viel kleiner, wenn der Farbstoff sulfuriert wird. Auch beim 
Ubergang von der tertiiiren zur quaterniiren Base (vgl. Kristallviolett 
und dessen Chlormethylat, Tabelle I) beobachtet man ein starkes 
Absinken der Wirkung. 


Fiigt man die gleichen Farbstoffe zu Blutserum, statt zu Ringer- 
lésung, und mi®t die Hemmung der Glykolyse durch das farbstoff- 
haltige Serum, so findet man, daB die Wirkungsstirken in Serum etwa 
zehnmal kleiner sind als in Ringerlésung. Die Farbstoffe, sowohl saure, 
wie basische, verbinden sich mit den Eiwei8kérpern des Serums, wodurc!: 
die Konzentrationen der Farbstoffe in der wisserigen Serumphase 
vermindert werden. Um mit einem Farbstoff in Serum die gleiche 
Hemmung der Glykolyse hervorzubringen wie in Ringerlésung, mui 
man in Serum rund zehnmal mehr Farbstoff auflésen als in Ringer- 


lésung. 


(2 
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Hemmung der Tumorglykolyse durch Anilinfarbstoffe. 


Tabelle I. 


Triphenylmethanfarbstoffe. 





Eine 10-4 mol 
Lésung hemmt 


Farbstoff d. Glykolyse um 


Parafuchsin . . es oe eee ee 34 
Fuchsin (Methyl- Parafuc hsin) . a eee 34 
Fuchsin 8 (Fuchsin- Sulfosaure) . 0 


Tryparosan (Monochlorfuchsin)..... ... 55 
Methy Iviolett. . : 42 
Athyiviolett 65 
Kristallviolett . 69 
Methylgriin (¢ ‘hlormethylat des Kristallvioletts) 0 


Malachitgriin . 


Neusolidgriin 3B (ortho- ( ‘hlor- Malachitgriin) 


Setoc yanin , 


Firnblau . . . 


Nachtgriin . 


Sauregriin gy 


Erioglaucin 


Patentblau Hochst : . 


Isaminblau 6B . ; 
Chromgriin (( ‘arbonsiure) . 


Brillantwollblau extra H . 


ate 


| Sulfosaiuren | 


i, = 2 ee ee 


Sulfosdéuren 











Echtsaéureblau .— . des Diphenyl- : 
Naphthalinblau Hochst . Naphthyl- | 
Wollgriin HS wield Methans 
Tabelle 11. 
Chinolinfarbstoffe. 
Eine 10-* mol. Eine 10~* mol. 
Farbstoff 4 Giyboiyee wm Farbstoff i Geltign on 
Proz. Proz. 
Chinolinrot . 50 Pinacyanol Héchst . 19 
Cyanin . . , 64 Homocol Bayer . 17 
Orthochrom | Hoe shst 55 Isocol 35 
Pinaverdol = 39 Chinolingelb’ 0 
Pinachrom 64 
Tabelle 111. 
Acridinfarbstoffe. 
Eine 10-* mol. a 10-4 mol. 
Farbstoff fy Jed Farbstoft by > yd 
Proz. Proz. 
Rivanol 0 Benzoflavin . 18 
lavin . 26 Phosphin. . . 23 
Acridingelb . 12 Homphosphin. 14 
Acridinorange . 17 
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Tabelle 1V. 
Azofarbstoffe. 





Farbstoff 


Chrysoidin 
Kongorot. . 
Dianilblau 
Chrysophenin G 
Azoblau 


Eine 10-4 mol. 
Lésung hemmt 
+ Glykolyse um 


Proz. 





pee 10-* mol 
Lésung hemm: 
Farbstoff d. —" um 


Heliotrop 
Benzoazurin 
Brillantschwarz. . 
Trypanrot 
Trypanblau 


Tabelle V. 
Verschiedene Farbstoffklassen. 





Safranin extra 


Methylenviolett . . . 
Nilblau 2B 
Meldolablau. . . 
Methylenblau . . 
Neumethylenblau N 


Farbstoff 


Eosin B : 


Safranine 


| Oxazine 


i Thiazine 


Eine 10-4 mol. 

Lésung hemmt 

d. Glykolyse um 
Proz. 
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Zur Frage der experimentellen Calcimie. 


Von 
P. Astanin. 


(Aus dem Institut fiir allgemeine und experimentelle Pathologie an der 
militar-medizinischen Akademie zu Leningrad.) 


(Eingegangen am 30. November 1925.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


In letzter Zeit wird dem Schicksal der Calciumsalze im Organismus 
viel Aufmerksamkeit zugewandt, besonders ihrer Speicherung und 
Ablagerung in den Geweben. Vieles ist hier jedoch noch ungeklart. 
Sogar eine geniigend einfache und zugleich genaue Methode der Calcium- 
bestimmung im Blute und in den Geweben ist erst kiirzlich ausgearbeitet 
worden. Hierher gehért in erster Linie die mikrochemische Methode 
von de Waard'), welche von einer Reihe von Verfassern als die voll- 
kommenste und zweckmaBigste bei der periodischen Bestimmung der 
Calciumschwankungen, z. B. im Blute, bezeichnet wird. Mit Hilfe 
dieser Methode habe ich bei Kaninchen die Schwankungen des Calcium- 
gehalts im Blute nach parenteraler und peroraler Einfiihrung verschiedener 
Ca-Verbindungen untersucht. Es war der Zweck dieser Untersuchungen, 
zunachst den unmittelbaren Verbleib der eingefiihrten Ca-Salze zu 
verfolgen und festzustellen, bis zu welchem Grade auf diesem Wege 
ein erhéhter Ca-Gehalt des Blutes, also eine experimentelle Calcimie 
zu erzielen ist. In dieser letzteren Frage gehen die Meinungen der 
einzelnen Forscher weit auseinander. Sogar in bezug auf die Auf- 
saugung des Ca aus dem Darmkanal] besteht noch keine einheitliche 
Auffassung. Denis und Minet*), Handowsky*), Jakobowitz*) sprechen 
sich gegen, Laws und Cowie®) u. a. fiir eine Aufsaugung aus. 


1) Diese Zeitschr. 97, 176, 1919. 

*) Journ. of biol. Chem. 41, 1920; siehe Ber. iib. d. ges. Physiol. 2, 113. 

8) Jahrb. f. Kinderheilk. 48, H. 6, 1921. 

*) Ebendaselbst 42, 256, 1920. 

5) Amer. Journ. of dis. of child. 18, 1917; zitiert nach Herzfeld und 
Lubowski, Deutsch. med. Wochenschr. 49, 603, 1923. 
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Bevor ich zu meinen Ergebnissen iibergehe, sei noch kurz die Unter 
suchungsmethode erwaihnt. Das chemische Prinzip der de Waard sc} 
Methode besteht, wie bekannt, in folgendem: Die Fallung des Ca in For, 
von oxalsaurem Ca unmittelbar aus dem Plasma, sorgfaltiges Abwase))) 
des Sediments, Uberfiihrung desselben in schwefelsaures Ca, Titrieren de; 
frei gewordenen Oxalsiure mit 0,01 proz. Chamileonlésung. Die Menge 
der Oxalséure zeigt uns die Ca-Menge an, welche also indirekt bestimy; 
wird. Genau genommen, ist dies Prinzip nicht neu; schon 1893 habey 
Pribram und Gerlach darauf hingewiesen, da6 Calcium, Magnesium, Phosp))r. 
und Schwefelséiure im Plasma ebenso wie in wisserigen Lésungen gefiil|t 
werden kénnen. de Waard gebiihrt das Verdienst, die Mikromethode (er; 
Ca-Bestimmung im Blute sorgfiltig ausgearbeitet zu haben, so daB sic) 
in der letzten Zeit die meisten Autoren dieser de Waardschen Methode 
bedienen. Allerdings sind die Resultate beim Manipulieren mit so geringen 
Dosen nur relativ, worauf auch der Autor selbst hinweist. 

Zwecks Kontrolle der Methode wurde von mir der Ca-Gehalt 
ein und _  desselben Plasmas unter verschiedenen Untersuchungs. 
bedingungen bestimmt. Als Beispiel sei hier eine derartige Analyse 
angefiihrt (Tabelle I). 


Tabelle I. 





. ‘Anslysierte | 2. 
Vessushe Typus der Analyse Plasmamenge | & 
eamemenad ccm mg-Proz. 


Veraschung i 15,0 

- 15,0 
Direkte Fillung | 15,0 
15,0 

5 15,0 


” ” 


” ” 


Aus der angefiihrten TabelleI geht hervor, daB die de Waardsche 
Methode geniigend genaue und bestandige Resultate gibt. 


Meine Versuche bezweckten die Klirung der Frage, wie sich der 
Ca-Gehalt des Blutes andert: 
1. bei Einfiihrung verschiedener Ca-Salze direkt in dic 
Blutbahn, 
. bei Einfiihrung von Ca-Salzen in den Magen, 
. bei chronischer Fiitterung mit Ca-Salzen, 
. bei Ausschaltung der exkretorischen Organe und _ gleich- 
zeitiger Einfiihrung von Ca-Salzen ins Blut. 
AuBerdem wurde zur Kontrolle der Ca-Gehalt des Blutes bestimmt: 
5. bei der Blutentziehung ohne Ca-Einfiihrung und 
6. in der Norm. 
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Die Resultate der ersten Versuchsgruppe mit der Einftihrung von 
(‘a-Salzen ins Blut (in die Ohrvene) sind auf der Abb. 1 angefiihrt. 





7 














so =" ce 8S ae 3S CGC kw OG or 
Abb. 1. 


1. Versuch. Kaninchen von 2,1 kg Gewicht. Einfiihrung von Cale. 
glyecerophosphor. intravenés (95mg Ca). Ausfuhr | Stunde 45 Minuten. 

2. Versuch. Gewicht 2,8 kg Calc. glycerophosphor. (95 mg Ca). Ausfuhr 
| Stunde 45 Minuten. 

3. Versuch. Gewicht 1,8kg. Cale. phosphor. colloidale (48 mg Ca). 
Ausfuhr 1 Stunde 15 Minuten. 

4. Versuch. Gewicht 1,8kg. Cale. phosphor. colloidale (48 mg Ca). 
Ausfuhr 1 Stunde 30 Minuten. 

5. Versuch. Gewicht 2,3kg. Calc. stearinicum coll. (48 mg Ca). Aus- 
fuhr 45 Minuten. 

Die Blutproben wurden jede ', Stunde nach Ca-Einfiihrung ent- 
nommen. 


Aus der Abb. 1 ist ersichtlich, daB: 

1. in der ersten Zeit die gréBte Menge der eingefiihrten Ca-Salze 
ausgesondert wird und die Schnelligkeit der Aussonderung 
besonders groB ist; 

2. die durchschnittliche Dauer der Aussonderung etwa 1 Stunde 
15 Minuten bis i Stunde 30 Minuten betrigt; sogar bei einer 
Einfiihrung von verschiedenen Verbindungen (Cale. glycero- 
phosphoricum und Cale. phosphoricum) werden dieselben ungefahr 
gleich schnell aus dem Blute ausgeschieden. Diese Beobachtung 
stimmt mit derjenigen von Sieburg und Kessler') iiberein. 

W. Heubner und P. Rona*) nehmen an, daB nach erfolgter intra- 
venéser Einfiihrung von Ca-Salzen die Norm etwa nach 2 Stunden 
wieder hergestellt ist. 

Die Kurven der Ca-Aussonderung aus dem Blute kénnen in meinen 
Versuchen in drei charakteristische Abschnitte eingeteilt werden: 

1. steiles Abfallen (bis etwa 20 mg-Proz.), 

2. ein gewisses Verweilen auf 18 bis 20 mg-Proz., 

3. Abfallen bis zur Norm. 


1) Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 96, 1923. 
*) Diese Zeitschr. 92, 1919. 
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Das Wesen des zweiten Abschnittes kann vielleicht durch das 
dynamische Gleichgewicht erklirt werden, welches sich in bezug auf 
das Ca in den Geweben einstellt. 

Interessant ist es, daB Sieburg und Kessler'), welche die Aus. 
sonderung verschiedener Ca-Salze aus dem Blute untersuchten, zu 
dem SchluB gelangten, daB diese Salze etwa nach ¥, Stunde aus dem 
Blute verschwinden. Es ist anzunehmen, daB die von diesen Autoren 
angewandte biologische Methode der Ca-Bestimmung nur die erste 
Periode der schnellen Ca-Aussonderung aus dem Blute anzeigte. Dice 
zweite Periode des konstanteren Ca-Gehalts entging ihnen. 

Die oben angefiihrten Kurven der Ca-Aussonderung aus dem 
Blute sind ihrem allgemeinen Charakter nach denjenigen vollstiandig 
analog, welche Okuneff*) fiir die Abwanderung des Farbstoffs Trypan. 
blau aus dem Blute festgestellt hat. 

Die Resultate der nichsten Versuchsgruppe mit der Ca-Einfiihrung 
in den Magen sind auf der Abb. 2 dargestellt. Folgendes ist hier be- 

















Abb. 2. 


Versuche mit der Einfiihrung von Ca-Salzen in den Magen. Die erste Blut- 
probe wurde '/, Stunde nach der Ca-Einfiihrung entnommen, die weiteren 
Proben je 1 Stunde danach. 


achtenswert: Die Aufsaugung der Ca-Salze aus dem Magendarmkana! 
erfolgt schon in der ersten halben Stunde nach der Einfiihrung, und der 


Ca-Gehalt im Blute steigt in dieser Zeit etwa bis zu 20 mg-Proz. und 
héher, wie z. B. im Versuch 1. 


Versuch 1. Gewicht des Kaninchens 2,1 kg) Eingefiihrt wurde Calc. gly- 
- 2. , ° , 2,1 ,, | cerophosphor. (950 mg Ca) 
- 3. 20 * * ALT xs (10proz. Lésung) 

4. ” o 1,5 ,,] Cale. chloric. (370 mg Ca) 
é. 0 mn - 31 os (10proz. Lésung) 


Weiterhin wird in diesen Versuchen die Norm recht bald wieder 
hergestellt, jedoch wesentlich langsamer als in den vorhergehenden. 
Dieser Umstand laB8t sich vielleicht dadurch erklaren, daB gleichzeitig 


1) le. 
*) Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 201, 579, 1923. 
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mit der Aussonderung aus dem Blute auch noch die Aufsaugung aus 
dem Darm stattfindet. 

Somit fiihrte in diesen Versuchen die Aufsaugung der Ca-Salze 
aus dem Darm zur Hypercaleémie, welche jedoch bei den von uns 
eingefiihrten Dosen nicht lange anhalt (2 bis 4 Stunden). Die wieder- 
holte Einfiihrung von CaCl, fiihrt nicht zur Hypercalcimie, was 
aus der nachsten Versuchsgruppe auf der Tabelle II hervorgeht. 


Tabelle 11. 
Wiederholte Ca-Einfiihrungen in den Magen. (Die Blutentnahmen erfolgten 
24 Stunden nach jeder Ca-Einfiihrung.) 





Ca in mg-Proz. 








Gewicht | |}—— Tagliche Einfihrung 

Nr. der Kaninchen || Tage von 3 Proz. CaCl, 
8 1 2 3 4 5 com 

1 | 199 | 150 150) 48) 150 150 60,0 

2 | 1967 || 150) 150! 148| 150 150 60,0 

3 || 2435 | 150) 150) 148) 15.0) 228%) 100.0 

4 | 2685 || 150) 150) 150! 150. 150 100,0 


*) Das Kaninchen ging bald darauf an Sepsis zugrunde. 


Wie aus der Tabelle ersichtlich, steigt der Ca-Gehalt im Blute bei 
fiinftdgiger Ca-Fiitterung der Kaninchen nicht an. In bezug auf die 
Resorption der Ca-Verbindungen aus dem Darm gehen die Meinungen 
weit auseinander. Herzfeld und Lubowski (1. c.) erwaihnten die Arbeiten 
von Denis und Minet, Handowsky, Jakobowitz, welche der Ansicht sind, 
daB weder die Art der Ernihrung, noch auch die Verfiitterung von 
Ca selbst den Ca-Gehalt im Blute andert; das genaue Gegenteil be- 
haupten Laws und Cawie. N. Voorhoewe') beobachtete bei einem er- 
wachsenen Manne nach taglicher Einfiihrung von 15,0 Calcium lactic. 
im Laufe 1 Woche nur eine geringe Zunahme des Ca im Blute. 

A. Koch fiitterte drei junge Kaninchen im Laufe 1 Woche mit 
Ca-Salzen und fand gleichfalls eine geringe Steigerung. 

In meinen Versuchen gelang es mir, wie gesagt, bei wiederholten 
Einfiihrungen von Ca in den Magen bei Kaninchen eine Erhéhung des 
Ca-Gehalts im Blute nicht zu erzielen. Augenscheinlich rief jede einzelne 
tinfiihrung, ebenso wie in der zweiten Versuchsgruppe, eine verhaltnis- 
maBig schnell voriibergehende Hypercalcimie hervor, wobei die Fiahig- 
keit des Organismus zur Ca-Aussonderung aus dem Blute hierdurch 
nicht beeintrachtigt wird. 

In der nichsten Versuchsgruppe wurden die Ca-Verbindungen 
intravends Kaninchen eingefiihrt, welchen unmittelbar vorher die 


1) Diese Zeitschr. 82, 1911. 
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Nieren und der Dickdarm entfernt worden war, oder aber gleichz«itiy 
mit der Nierenentfernung médglichst alle MesenterialgefiBe wnter. 
bunden wurden, welche zum Dickdarm fiihrten. In zwei Versuch 
fand anfinglich eine ebenso rapide Aussonderung des Ca aus dem 
Blute statt wie bei normalen Tieren. Augenscheinlich wird das Ca in 
diesem Zeitabschnitt vorzugsweise in die Gewebe, nicht aber durch dic 
Exkretionsorgane ausgeschieden. Bei einem Kaninchen jedoch, welche, 
eine verhaltnismaiBig geringe Menge (49mg) Ca ins Blut eingefiihr: 
bekam, verzégerte sich die Aussonderung des Ca aus dem Blute. 
vielleicht wegen des in diesem Falle nur geringen Unterschieds der 
Ca-Konzentration in den Geweben und im Blute. 

Was nun endlich die Kontrollversuche betrifft, so fanden wir keiner|e) 
Anhaltspunkte fiir eine Anderung des Ca-Gehalts im Blute nach wieder. 
holten Blutentziehungen. Wenn diese letzteren eine Anderung des 
Ca-Gehalts bewirken, wie Heubner und Rona (l.c.) angeben, so ist 
dieses augenscheinlich bei unseren Versuchsbedingungen (Entnahme 
geringer Blutmengen) nicht festzustellen. 

Die experimentellen Ergebnisse beziiglich der Aussonderung «es 
iiberschiissigen Ca aus der Blutbahn gestatten uns, eine gewisse Gesetz- 
maBigkeit des Prozesses festzustellen. Wenn wir, dem Beispiel 2. Freys' 
folgend, diesen Proze8 vom Standpunkt der Diffusion aus betrachten, 
so laBt er sich auch mathematisch darstellen. 2. Frey gibt fiir die 
Diffusion im Tierkérper und ihre Abhangigkeit von den verschiedensten 
Bedingungen eine komplizierte mathematische Forme] (je nach dem 
eingefiihrten Stoffe, der Menge des Lésungsmittels, der Zeit, der Kon. 
zentrationsdifferenz der Ca-Salze in den Geweben und dem Blute, de: 
Oberflichenspannung, der Arbeit der Exkretionsorgane). 

In der vorliegenden Arbeit ist es mir wegen der fehlenden experi- 
mentellen Daten nicht méglich, eine umfassende mathematische Be- 
wertung der untersuchten Erscheinungen zu geben, und dieses war 
auch nicht der Zweck meiner Untersuchungen. Es erscheint hier 
wiinschenswert, die den ProzeB8 bestimmenden Bedingungen in ein- 
facherer Form auszudriicken und die mathematische Formel fiir cic 
GesetzmaBigkeit der Ca-Ausscheidung aus dem Blute zu finden; dieses 
wire eine schéne Bestitigung der experimentellen Ergebnisse. 

Wenn wir annehmen diirfen, daB es sich im gegebenen Falle um 
einen Diffusionsproze8 handelt, also um einen ProzeB, welcher unter 
dem Gesetz der Massenwirkung steht, so laBt sich derselbe durch dic 
Monomolekularreaktion 

dx 


dt = K(a— 2), 


1) Pfliigers Arch. f. d. ges Phys. 177, 1919. 
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ausdriicken, wo a = die Anfangsmenge (der UberschuB + die Norm), 
x -die ausgeschiedene Menge (in der abgelaufenen Zeitspanne), 
a— «x =die iibriggebliebene Menge. 

Die Schnelligkeit der Aussonderung bezeichnen wir durch das 
Verhaltnis der unendlich geringen Menge des ausgeschiedenen Stoffes 
(dx) zur unendlich kurzen Zeitspanne (dt). Dieses Verhaltnis ist der 
zuriickgebliebenen Menge (a — x) proportional. 


dz 
So haben wir denn =o K (a — x); K = der Proportionalkoeffizient. 


x 
Hieraus folgt = Kdt; integrieren wir dieses, so haben wir 


l, (a— a) = KT + const. 
Bei t = 0 und x = 0 erhalten wir —J/, a = const; fiigen wir dieses in 
die oben angefiihrte Gleichung ein, so erhalten wir —1,(a— x) = kt — 1, a; 
hieraus folgt 
1,ea—l, («—2) kt, 


a 
# a kt, 

1 a 
‘= t ty a—r , 


Stellen wir nun in diese Gleichung die experimentell festgestellten 
Zahlen ein, so haben wir folgendes Bild vor uns (Tabelle ITI). 


Tabelle 111. 


Versuche mit Ca-Einfiihrung ins Blut. 





Nr. der . 1 a 
Versuche , ; ‘= t 'n a—zr 
l 105 29,4 * 140 0,007 
2 105 27,5 17,5 0,005 
3 90 23.0 15,0 0,005 
4 75 23,0 15,0 0,006 
5 60 19,0 15,0 0,005 


Durchschnitt: 0,006 


Aus dem Vorstehenden ersehen wir, daB K eine mehr oder weniger 
stiindige GréBe darstellt, was auf die Gleichartigkeit des Prozesses 
hinweist. Die GréBenschwankungen von KX lassen sich erkliren 
1. dadurch, daB die angefiihrte Differentialgleichung durchaus nicht 
die Gesamtheit des Diffusionsprozesses im Organismus umfaBbt — 
worauf auch schon oben hingewiesen wurde — und 2. durch die még- 
lichen experimentellen Ungenauigkeiten. Jedenfalls ist K, wie er- 
sichtlich, fast konstant, was bis zu einem gewissen Grade eine Kontrolle 
der Versuche darstellt. 
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SchluBfolgerungen. 


1. Die Art der Aussonderung des Ca aus dem Blute erinnert ay 
die von Okuneff untersuchte Aussonderung einiger vitaler Farbstoff 
und die von Frey untersuchte der Nitrate und Jodide. 

2. Eine chronische Calcimie laBt sich unter normalen Verhiltnisse; 
durch Verfiitterung von Ca-Verbindungen nicht hervorrufen. Dj 
Ca-Salze treten jedoch aus dem Darmkanal ins Blut iiber und rufey 
nach der Einfiihrung in den Magen eine voriibergehende Hypercalciim( 
hervor; die durchschnittliche Dauer derselben betrigt 2 bis 4 Stunden 
Dieser Erfolg laBt sich mit verschiedenen Ca-Verbindungen erzieley 

3. Die Ausschaltung der Exkretionsorgane beeinfluBt nur 
einem verhiltnismaBig geringen Grade die Aussonderung des Ca aus 
dem Blute. 

4. Geringere Blutentziehungen iiben keinen merklichen Einflul 
auf den Ca-Gehalt Mes Blutes aus. 

5. Die de Waardsche Methode der Ca-Bestimmung im Blute gibt 
recht genaue und miteinander vergleichbare Resultate. 


6. Die zwecks Beurteilung der Versuche angewandte mathematiscli 
.. és 
Formel der monomolekularen Reaktion a 7 k(a —2) ergab fiir die 


groBen K eine Reihe annihernd gleicher Ziffern. 





Trt an 


sti iff 


Nissen 

Dic 
rufep 
Came 
nden 
ieley 
Ir in 
a Aus 


nfluf 


| gibt 


ische 


r «lie 





Chemische Untersuchungen iiber den Proze6 der dystrophischen 
Nierenverkalkung beim Kaninchen. 


Von 
I, Remesow. 


(Aus dem Institut fiir allgemeine und experimentelle Pathologie an der 
Militar-Medizinischen Akademie zu Leningrad.) 


(Eingegangen am 30. November 1925.) 


Die Tatsache, daB bei Kaninchen nach dauernder oder voriiber- 
gehender Unterbindung der NierengefiBe Calcination der Nieren, 
selbst Knochenbildung stattfindet, ist von mehreren Forschern 
schon seit lingerer Zeit festgestellt [ Blessig!), Litten®), von Werra*), 
von Késsa*), Maximow'), Sacerdotti-Frattin®), Poscharissky’)}. Indessen 
trugen die Arbeiten dieser Autoren einen rein morphologischen Charakter, 
und nur von dieser Seite kann die Frage als erforscht betrachtet werden. 


Bei voriibergehender, ein- bis zweistiindiger Unterbindung der Nieren- 
geféBe fanden genannte Forscher nach Lésung der Ligatur stark aus- 
gepragte nekrotische Verinderungen des Nierenepithels. In der Niere 
fanden sich auch Kalkkérner, darauf aber konnte der ProzeB der De- 
calcination und der vélligen Restitution des ganzen Organs beobachtet 
werden. von Werra, die Angaben Littens bestatigend, behauptet indessen, 
daB nach einstiindiger Unterbindung der NierengefaBe es sich nicht um 
vollige Nekrose des Harnkanalchenepithels handelt, sondern da®8 nur eine 
Schwichung seiner physiologischen Tatigkeit stattfindet, welche eine 
voriibergehende Kalkablagerung zur Folge hat. Bei dauernder Ligatur 
der NierengefaBe findet ebenfalls Verkalkung der Nieren statt (von Werra, 
von Késsa, Sacerdotti-Frattin). 

Schon am zweiten Tage nach der Unterbindung wurde im Lumen der 
Harnkanalchen Kalk in Form von kérnigen Zylindern vorgefunden; vom 
20. Tage an findet, nach Beobachtung genannter Verfasser, Kalkablagerung 


1) Virchows Arch. f. pathol. Anat. u. Physiol. 16, 1859. 
2) Ebendaselbst 883, 1881; SS, 1882. 

3) Ebendaselbst S88, 1882. 

*) Beitr. z. pathol. Anat. u. allg. Pathol. 29, 1901. 

5) Ebendaselbst 41, 1907. 

*) Virchows Arch. f. pathol. Anat. u. Physiol. 168, 1902. 
’) Beitr. z. pathol. Anat. u. allg. Pathol. 38, 1902. 
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in gréBeren Mengen statt, welche insbesondere zwei Zonen betrifft: cic 
Oberflache gleich unter der Kapsel und eine tiefere Zone, die sich bis zur 
Basis der Pyramiden erstreckt. Es ist jedoch zu bemerken, daB Talma') 
einen Fall beschrieben hat, in dem die Niere 8 Wochen nach der Unter. 
bindung um die Halfte ihres Gewichts gesunken, morphologisch nicht die 
geringsten Spuren einer Verkalkung zeigte. 

In Nieren, welche 2 bis 3 Monate nach der Unterbindung untersucht 
wurden, ist neben ausgepragter Petrifikation der Rinde, heteroplastische 
Knochenbildung mit Elementen von Knochenmark nachgewiesen. Dieser 
befand sich hauptsaéchlich unter dem Epithel der Papillen. 


Wie gesagt, die Frage von der dystrophischen Verkalkung der 
Nieren bei Unterbindung der NierengefiBe ist bisher nur morphologisch 
behandelt worden; es war daher angebracht, diesen ProzeB nun auch 
chemisch zu untersuchen. 


Von allen mir bekannten Verfassern hat nur von Kéossa (1. ¢.) es versucht, 
die Frage von dieser Seite zu fassen, indem er den Kalkgehalt in den Nieren 
gesunder Kaninchen und solcher, deren NierengefaBe unterbunden waren, 
bestimmte. Jedoch sind seine Angaben spirlich und nicht systematisiert 
(es sind von ihm die Nieren von blo8 fiinf Kaninchen untersucht worden). 
Die Methode, deren er sich bediente (Babo-Fresenius, Modifikation von 
Felletar), ist recht mangelhaft. Es ware noch zu erwahnen, da8 der Ca-CGehalt 
in verschiedenen Organen oft bestimmt worden ist [Heubner- Rona *), 
Jungmann-Samter*), Liesegang*), Hecht®) u. a.), jedoch betraf diese Be- 
stimmung nur gesunde oder mit Kalksalzen behandelte Tiere. 


Ich habe eine Reihe von Versuchen mit dauernder Unterbindung 
des ganzen Nierenhilus von Kaninchen sowie einzelner GefaBe (Arterien 
und Venen) desselben angestellt, in welchen eine quantitative chemische 
Bestimmung des Kalkgehalts der Nieren ausgefiihrt wurde. 


Im ganzen sind von mir 52 Versuche, in sechs Gruppen verteilt, an- 
gestellt worden. Die erste Gruppe enthalt die Untersuchung normaler 
Kaninchennieren zwecks Bestimmung des Kalkgehalts derselben. Zur 
zweiten Gruppe gehéren die Nieren mit Unterbindung des ganzen Hilus; 
zur dritten Gruppe mit Unterbindung der Nierenarterie allein; zur vierten 
Gruppe mit Unterbindung der Vene, zur fiinften Gruppe mit Unterbindung 
des ganz@a Hilus und Entkapselung der Niere; und endlich zur sechsten 
Gruppe die Nieren mit vikariierender Hypertrophie. Die Dauer der Versuche 
war in allen Gruppen die gleiche: 2, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60 Tage. Die 
Unterbindungsoperation wurde streng aseptisch vorgenommen und die 
Niere nicht traumatisiert, da in allen Gruppen (auBer der fiinften) die 
intraperitoneale Operationsmethode angewandt wurde. 

Fiir die quantitative Bestimmung des Kalks habe ich die Mikro- 
methode de Waards*) angewandt. In der neueren Literatur wurde diese 


1) Zeitschr. f. klin. Med. 2, 1882. 
2) Diese Zeitschr. 93, 1919. 

3) Ebendaselbst 144, 1924. 

*) Ebendaselbst 145, 1924. 

5) Ebendaselbst 144, 1924. 

*) Ebendaselbst 97, 1919. 
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Methode einer Kritik unterzogen. Eine Reihe von Forschern [ Bliihdorn- 
Genck?), Hirth-Klotz*)} kommt auf Grund theoretischer Untersuchungen 
und Kontrolle an Blut und Testlésungen zu dem SchluB, daB diese Methode 
eine absolute Calciummenge nicht gibt, und daB ihre Genauigkeit den 
Angaben de Waards (0,002 mg CaQ) nicht entspricht. Kritisch untersucht 
wurden auBerdem einzelne Momente und die chemischen Begriindungen 
dieser Methode. Ich habe die Waardscke Mikromethode an Testlésungen 
gepraift und die Angaben Bliihdorns und Genks betrefis der Ungenauigkeit 
dieser Methode bestatigt, was mich veranlaBte, diese Methode zu modi- 
fizieren. Ich fand als Feblergrenze 0,05 mg fiir Organsubstanzen (Nieren) 
und 0,01 mg CaO fiir Blut. Der wichtigste Nechteil de Waards Mikromethode 
besteht darin, da? bei Fallung des oxalsauren Kalks, wenn sich in der Lésung 
der Asche auBer Kalk eine gewisse Menge von Magnesium und Eisen be- 
findet, letztere mitsamt dem Kalk niedergeschlagen werden, wobei die 
Fallung des Kalks keine vollstandige ist. Um dies zu vermeiden, habe ich 
eine Modifikation der Fallung des Ca aus Lésungen der Nierenasche in 
HCl eingefiihrt. Nach de Waard muB die Fallung folgendermaBen erreicht 
werden (l.c., 8.181). ,, ... Das Réhrchen wird in ein kochendes Wasser- 
bad gestellt, man fiigt 0,5 cem gesattigter Ammoniumoxalatlésung hinzu, 
dann so viel starkes Ammoniak, da8 die Lésung, wenn man geschiittelt hat, 
danach riecht, und schlieBlich so viel Eisessig, daB man diesen auch riecht, 
wenn man es geschiittelt hat.‘* Abgesehen von der Unzuverlissigkeit des 
Kriteriums de Waards, wonach die Menge von Essigséure und Ammoniak 
bestimmt wird, welche notwendig ist, um mit der Fallung des Ca, die Fallung 
auch des Mg”, Fe™ und der PO,'’-Ionen zu vermeiden, fiihrt die, Fallung 
des Kalks, als Oxalat bei Vorhandensein genannter Ionen (Mg, Fe und PO,) 
zur Fallung auch dieser. Bei Prazipitierung des Calciums nach de Waard 
erklare ich mir den Chemismus der Reaktion des Niederschlagens folgender- 
maBen : 

Bei Hinzufiigung zur Lésung der Nierenasche in H(C\l-gesittigter 
Ammoniumoxalatiésung findet ein Ausfallen aus der Lésung von Ca, 
Mg und der in ihr enthaltenen Phosphate statt. Fiigt man nun Eisessigsdure 
hinzu, so diirfte man die Auflésung der niedergeschlagenen Phosphate 
erwarten. Dies findet jedoch nicht statt, da die Wasserstoffionen des Lésungs- 
mittels der Asche (stark dissoziierter Salzsiure) sich mit den Anionen der 
Essigsdure verbinden, nicht ionisierte Essigséure bildend, welche nicht im- 
stande ist, das Produkt der Dissolubilitat der niedergeschlagenen Substanzen 
zur volistandigen Lésung zu bringen. Im Uberschuf férdert sie das Aus- 
fallen des Eisens, indem sie das Auflésungsmittel des letzteren, die Salz- 
siure ersetzt. Eine neue Hinzugabe stark dissoziierter Sauren wiirde das 
Gleichgewicht des Systems nach seiten der Auflésung des Niederschlags 
verandern, mit diesem aber auch das des Ca. Wenn endlich noch Ammoniak 
bis zum Auftreten des Geruchs hinzugefiigt wird, wie dies de Waard fordert, 
so treten infolge von Alkalisierung der Lésung (auf Lackmus fand sich in 
14 Fallen von 36 bei Vorhandensein des Ammoniakgeruchs eine neutrale 
Reaktion der Mitte, in den iibrigen Fallen eine alkalische) alle Bedingungen 
ein, die ein Ausfallen der Phosphate férdern. Das Gesagte laBt sich durch 
Experimente bestaétigen. Wenn ich bei Fallung des Calciums als Oxalat 
aus der Asche pathologischer Nieren genau de Waard folgte, erhielt ich 


1) Diese Zeitschr. 185, 1923. 
*) C.r. de la Soc. de Biol. 89, 1923. 
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jedesmal einen reichlichen gallertartigen Niederschlag, der sich nur hej 
Hinzugabe von Mineralsiuren léste. Bei Untersuchung dieses Nieder- 
schlags durch qualitative Analyse nach Treadwell-Classen wurden hier 
sowohl als im Filtrat Ca”, Mg”, Fe und PO,'"-Ionen gefunden, was ein 
Niederschlagen derjenigen Substanzen (auBer Ca) bedeutet, deren Aus. 
fallen verhiitet werden muBte. AuBerdem war auch die Prazipitation ces 
Kalkes zweifellos keine volistandige. 

Meine Modifikation der Fallung des Calciums besteht in folgendem 
In einem Wasserbad (+ 70°) wird der salzsauren Lésung der Asche | bis 
2 Tropfen eines Indikators zugegeben (Phenolphthalein oder Methylorange), 
sodann wird eine gesittigte Oxalsiurelésung eingefiihrt (1 cem auf je 
leem der Aschenlésung), darauf starkes Ammoniak bis zur neutralen 
Reaktion. Darauf fiigt man einige Tropfen Eisessigsiure hinzu [besser 
Essigsiureanhydrid (CH,CO),O] bis zur sauren Reaktion, und dann erst 
gieBt man den Uberschu8 der Ammoniumoxalatlésung hinzu, bis sich cic 
Farbung des Indikators auf schwach-saurer einstellt. Der Chemismus cer 
Reaktion ist hier folgender: Die Oxalsiure bindet sich nach ihrem Hinzu. 
fiigen in statu nascendi mit den NH,-Ionen, welche sich nach Einfiihrung 
des Ammoniaks gebildet haben. Hierbei bildet sich oxalsaures Ammoniun 
und ebenso Chlorammonium infolge der Wechselwirkungen von NH,OH 
auf HCl; infolgedessen prazipitiert das in der Lésung enthaltene Magnesium 
nicht und das Ca verbindet sich nur mit dem entstandenen (N H,),C,0,. 
Bei Hinzugabe von ionisierter Essigsaéure in die schon neutralisierte Aschen.- 
lésung kénnen die Phosphate nicht ausfallen und bleiben ungeldst. Der 
Uberschu8 des am Ende der Reaktion eingefiihrten (NH,),C,O, fiihrt zu 
vollstandiger: Fallung des Calciums aus der Aschenlésung. Bei qualitativer 
Analyse des auf diese Art erhaltenen Satzes wurden die Mg™- und PO,’”- 
Tonen kein einziges Mal vorgefunden, und nur in zwei Fallen (aus 20 statt- 
gefundenen Analysen) wurden im Niederschlag Spuren von Eisen (mit 
KCNS) vorgefunden. Im Filtrat konnten die Ca-Ionen keinmal gefunden 
werden, was auf Vollstandigkeit seiner Prazipitation schlieBen laBt. 

Im iibrigen folgte ich genau der Methode de Waards, wobei ich bemerken 
mu8, daB die Benutzung eines farbigen Indikators bei Fallung des Ca dem 
weiteren Titrieren nicht hinderlich war, da der Niederschlag sorgfiltig 
gewaschen wurde. Was aber einige Schwierigkeiten betrifft, die beim 
Waschen, Titrieren usw. méglich sind und die die Kritiker der Methode 
de Waards erwihnen, so konnten sie bei einiger Ubung leicht vermieden 
werden. 


I. Versuchsgruppe. 


Kontrollversuche. Hierher gehéren vier erwachsene, vollstandig ge- 
sunde Kaninchen verschiedenen Gewichts. Untersucht wurden die rechten 
und die linken Nieren nach der von mir modifizierten de Waardschen 
Mikromethode. Diese Versuche wurden unternommen, um den Durch- 
schnittsgehalt des Ca in normalen Nieren zu priifen: Angaben dariiber 
konnte ich nur bei von Kédssa finden. Indessen hat dieser Forscher nur zwei 
Kaninchennieren untersucht und gibt seine Daten — 0,0235 und 0,495 Proz. 
CaO — ohne Angabe des Gewichts des Tieres, des Wassergehalts usw. 
Die von mir gefundenen Daten finden sich in der Tabelle I: 

Aus der Tabelle I ist ersichtlich, daB der Normalgehalt des Ca in den 
Nieren nicht nur verschiedener Tiere, sondern auch in den Nieren desselben 
Tieres recht erheblichen Schwankungen unterworfen ist. Durchschnittlich 
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Tabelle I. 
Gewicht Gewicht Wasser: Absoluter Ca O-Gehalt 
Ne = des Tieres pret der Niere gehalt a der Niere 
ersucnhs cri 
_— 8 Proz. mg Proz. 
1570 2 48 78,8 0,197 0,0193 
. 1. 5.0 76,3 0.419 0.0353 
° 1970 r. 6,0 79,2 0,486 0,0389 
. . L. 5,5 783 | 0,190 0,0159 
, r. 4.2 76,5 O317 0,0321 
. ened I 4.0 76.2 0,160 0.0168 
r. 5,4 73,9 0,872 0,0620 
‘ med 1 5.0 76,1 0,426 0,0356 


dirfte man, auf Grund angegebener Kontrollversuche als Normalgehalt 
0.0259 Proz. CaO bis 0,0880 Proz. CaO annehmen. 


Il. Versuchsgruppe. 


Zu dieser Versuchsgruppe sind 16 erwachsene Kaninchen verschiedenen 
Gewichts zu rechnen, denen die Art. und Vena renalis sowie der Harnleiter 
der linken Niere unterbunden wurde. Die Resultate dieser Versuche sind 
aus der Tabelle IT ersichtlich. 

Bei der Sektion der Kaninchen wurden schon friiher bekannté (Litten, 
von Werra, von Késsa) Verainderungen vorgefunden. Vom zehnten Tage 
an sind die Nieren grau, animisch, fest, die Kapsel ist mit der Nieren- 
oberflache verschmolzen. Die 60tagigen Versuche ergaben eine auffallige 
Verminderung aller GréBenverhiltnisse, die Nieren wiesen Knochen- 
konsistenz auf, der Durchschnitt der Rinde ergab eine durchaus kérnige 
Oberflache, im Gebiet der Papillen stellten die Nieren eine glinzende, feste, 
graue Masse dar. Bemerkenswert ist, daB nach kurzer Unterbindungsdauer 
die GréBe der linken unterbundenen Niere diejenige der rechten Niere 
iibersteigt, wie dies schon von Werra, Poscharissky u. a. bemerkt hatten; 
am 5. bis 30. Tage nach der Unterbindung war in meinen Versuchen die 
GréBe beider Nieren etwa die gleiche, dann nahmen die linken Nieren an 
ihrer GréBe ab. 

Aus den Daten der Tabelle II ist folgendes zu ersehen: Das Gewicht 
der linken Nieren ist in den ersten Tagen nach der Unterbindung erheblich 
héher als dasjenige der rechten. Nur ungefaéhr vom 30. Tage an fiel das 
Gewicht der linken Nieren in meinen Versuchen etwa um die Halfte des 
Normalgewichts. Um etwa dieselbe Zeit begann das Gewicht der rechten 
Niere zu steigen. Der Wassergehalt der linken Nieren iibertrifft den der 
rechten Nieren schon in den ersten Tagen nach der Unterbindung, um nach 
dem 30. Tage in das umgekehrte Verhaltnis umzuschlagen. Die Unter- 
suchung des Ca-Gehalts in den linken (unterbundenen) Nieren zeigt im 
ganzen ein stetiges Wachsen, entsprechend der Unterbindungsdauer. 
Vermehrter Kalkgehalt l48t sich schon vom zweiten Tage an beobachten, 
doch ist diese Erscheinung nicht die Regel, denn bei einem anderen 
Kaninchen derselben Gruppe und derselben Unterbindungsdauer der GefaBe 
erreicht die Menge des Ca kaum die Norm. Am 10. Tage nach der Unter- 
bindung findet sich eine merkliche Vermehrung des Ca in den unterbundenen 
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Tabelle II. 

224 3.8 Gewicht TE) Gewicht | Wasser Absoluter . 
<2 232 des Tieres | 2% der Niere | gehalt — CaQ-Gehalt — * "shal 
= > > ai £ 2 33 8 Proz. mg Proz 
1), | 1580-1500 | Sor | ses | lm | (opi 
2 100— 950) * geo | a3 | 038 | ON: 
3) 200 | 5) "gas | tee | ms | (oa 
4} | 100-1080] = geo | te | (08 | Ooze 
5), zoo-2000| = ago | 727 | Oat | ootas 
¢ 170 «Cd dL | 700 | (885 3.50 0.3041 

ir) 614 73.4 0,26 0,0234 
7) | 1500 | 5 | Sa | ms | oa | Ooms 
; 160-1145 | 532 | Trt | ose || (O06T3 
9) ,, 100-1600 | sos | a2 | ta | O008 
10 1620-1600} > 833 | as Oe | (OUST 
m | | W012) Soo | iso | Oss | Oaal® 
12 1390-1400 | G35) Ts Tee ONS 
3 0090 | 00 | as gO B5 
D 750-1765 50 TTT 
15, 1300-1905) 5; 7) | are a58 340 
16 790-1810 - os | 7S BTM 


Nieren, doch des weiteren ist das Quantum nicht konstant und kann sogar 
unter die Norm fallen. Es ist also der Ca-Gehalt in den Nieren im Verlaufe 
der ersten Wochen nach der Unterbindung betrachtlichen Schwankungen 
unterworfen. Nur etwa nach dem 30. Tage und spater findet sich aus- 
gepragte und stetige Vermehrung der Kalkmengen in den unterbundenen 
Nieren. Am 60. Tage war in meinen Versuchen die Menge des Calciums in 
den betreffenden Nieren um das 80- bis 120fache gegen die Norm gestiegen. 

Die rechten Nieren weisen bis zum 40. Tage Schwankungen in den 
Schranken der Norm auf, und nur von da an findet Vermehrung des Kalk- 
gehalts im Vergleich zur Norm statt. Zu erwahnen ist noch, daG sich bei 
allen Versuchen starke individuelle Schwankungen des Kalkgehalts bei 
verschiedenen Kaninchen innerhalb derselben Unterbindungsdauer finden. 
Es hangt also der AblagerungsprozeB des Calciums in nekrotischen Nieren 
nicht nur von der Dauer der Unterbindung ab, sondern auch von den 
individuellen Eigenschaften des Versuchstieres, was schon von Késsa bei 
seinen morphologischen Untersuchungen angegeben hat. 
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III. Versuchsgruppe. 


Zu dieser Versuchsgruppe gehéren acht erwachsene Kaninchen von 
verschiedenem Gewicht mit Unterbindung nur der Arterie der linken Niere. 
Die erhaltenen Daten sind in Tabelle III angefiihrt: 


“ Tabelle III. 





Gewicht Wasser: Absoluter 


der Niere | gobekt | CaOGehelt | “*OGebelt 


Nr. des 
Versuchs ~ 


Proz. mg 


82,4 0,94 

778 | 025 

75,4 10,34 

68,1 0,83 

74.5 24.85 

73,9 0,11 

7998 | 916 

82,0 051 

719 | 1303 | 

122 | 1,67 0,1041 
76,5 17,19 | 14328 
84.9 0,87 0.0762 
70,3 33,17 24122 
81.6 1,96 0,1600 
593 44.47 2.2272 
81,6 4,33 0.2987 


1620—1590 


1970 
1400—1410 
1990—2110 
1810—1880 

| 2000 — 2200 


ome en eS es es es en PE 


Aus der angefiihrten Tabelle ITI la6t sich schlieBen, daB nach Unter- 
bindung der Nierenarterie allein dieselben Verainderungen eintreten, wie 
auch nach der Unterbindung der Arterie und Vene (zweite Versuchsgruppe). 
So sehen wir, daB das Gewicht der unterbundenen Nieren, ebenfalls ge- 
wachsen ist, bis etwa an dem zehnten Tage, worauf im Vergleich zu den 
rechten Nieren das umgekehrte Verhiltnis eintritt. Dasselbe lat sich vom 
Wassergehalt sagen, nur da in dieser Versuchsgruppe die Unterschiede 
im Feuchtigkeitsgrad weniger groB sind, als in der vorhergehenden Gruppe. 
Die GréBenmaBe der rechten und linken Nieren sind denselben Schwan- 
kungen unterworfen, wie wir sie schon in der vorhergehenden Gruppe 
beobachten konnten. 

Was den Ca-Gehalt in den unterbundenen Nieren dieser Versuchs- 
gruppe anbetrifft, so finden sich hier in den ersten Tagen nach der Unter- 
bindung ebenfalls betrichtliche Schwankungen, die aber eine Zunahme des 
Ca feststellen lassen. Vom 20. Tage an wird die Zunahme betrachtlich, 
und am 60. Tage ist die Menge des Kalks in den unterbundenen Nieren 
nach meinen Versuchen um das 100fache gegen die Norm gestiegen. In 
den rechten Nieren konnte man ungefihr vom 30. Tage an ebenfalls eine 
Zunahme des Ca-Gehalts konstatieren, die am 60. Tage das Zehnfache der 
Norm erreichte. 

IV. Versuchsgruppe. 

Hierher gehéren acht erwachsene Kaninchen, bei welchen nur die 

Nierenvene unterbunden wurde. Diese Gruppe ist von besonderem Inter- 


esse, da hier die Bedingungen, unter denen das Nierengewebe abstirbt, 
sich von allen vorhergehenden Fallen unterscheiden. Der Verkalkungs- 
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prozeB entwickelt sich hier nach einer starken vendsen Stauung; dics 
bedingt eine vermehrte Anhéufung von Kohlensaure im betreffenden Organ. 


welche besonders als ,,Kohlenséure-Acidose, wie Hofmeister’), Wells*), 


Liesegang*) meinen, auf den VerkalkungsprozeB wesentlichen Einfluj 
ausiibt. Die erhaltenen Daten dieser Versuchsgruppe finden sich jy 
Tabelle IV. 





Tabelle IV. 
no o ce eo 
os = . 2 Gewicht 5% Gewicht Wasser- Absoluter CaO 
22 B35 des Tieres £2 der Niere  gehalt | CaQ.Gehalt ©* *Gebalt 
- es Ss. 
42> $"s 3 
8 r= & Proz. mg Proz. 
1 | 1039 94 3,56 0,3606 
| 2 160-106) | | (480 74.7 0.85 0.0701 
A gare | on 895 10,10 1.0647 
| 5 | 00-180, - | aos | (ml 0:30 0,0226 
|| 75 | @f0 14.7 1.1490 
Oo) F ’ ’ ’ 
37 | 10 | 1330-12065 | | 68 | «(640 045 | 0.0335 
L645 78.2 19:99 14297 
99) ’ ’ ’ ’ ¢ 
23 | 20 | 2200-185 | | 60s | (787 1'90 0°129% 
a1. | 780 21°53 1.7983 
3 | 20 | ele | aes | ae 118 0.0960 
i] se 29'6 30:18 14296 
| © | MO—I90 | «88s | (T10 299 0.1092 
ag , 482 | 689 41.82 2'7943 
31 0 | ITO—18000 | | 70 | «(789 5.06 0'3026 
ao . = anos 1. 5,05 30.8 192.58 55121 
32 © | 1060-2005 | | ee 813 5.17 02772 


Bei der Sektion erwies es sich, da8 die unterbundenen Nieren in den 
ersten Tagen nach der Ligatur (ungefaihr bis zum 20. Tage) das Bild einer 
starken Stauungshyperimie darstellen. Die Nieren waren vergréBert, 
saftig, geschwollen, braunrot gefirbt. Nur vom 30. Tage an nach der 
Unterbindung waren die Nieren makroskopisch anidimisch, atrophisch, mit 
zahlreichen Hamorrhagien durchsetzt. Die GréBe der unterbundenen 
Nieren iibertrifft die der rechten Nieren bei weitem. 

Aus Tabelle IV ist ersichtlich, da8B das Gewicht der unterbundenen 
Nieren bis zum 20. Tage héher ist, als das Gewicht der rechten Nieren. 
Vom etwa 30. Tage an tritt aber das Gegenteil auf. Die Untersuchung cles 
Wassergehalts 148t uns zwbi Momente hervorheben: 1. Bis zum 30. Tage ist der 
Prozentgehalt des Wassers der linken Niere héher als der der rechten. 2. Am 
40. und 60. Tage nach der Unterbindung fallt der Feuchtigkeitsgrad de: 
linken Nieren auBerordentlich tief, beinahe um das Doppelte gegen die Norm. 

Was den Ca-Gehalt der unterbundenen Nieren betrifft, so sehen wir 
in dieser Gruppe eine merkliche Zunahme des Kalks, sowohl in Prozenten 
als auch in absoluten GréBen schon in den ersten Tagen nach der Unter- 
bindung. Im Vergleich zu den vorigen Gruppen sind die Kalkablagerungen 
dieser Gruppe reichlicher. Es kann somit erschlossen werden, da8 die 
vendése Stauung den ProzeB der dystrophischen Nierenverkalkung verstarkt. 


1) Ergebn. d. Phys. 10, 1910. 
2) Journ. of med. res. 22, 1910; 25, 1911. 
3) le. 
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Andererseits geht die Zunahme des Kalks in dieser Versuchsgruppe recht 
langsam und allmahlich vor sich, ohne die Schwankungen, die wir in den 
oben besprochenen Fallen beobachteten. Vom Kalkgehalt der rechten 
Kontrollnieren laBt sich das oben Gesagte wiederholen: die Zunahme 
beginnt ungefahr vom 40. Tage. 


V. Versuchsgruppe. 


Es gehéren hierher acht erwachsene Kaninchen, an denen auBer dem 
VerschluB des ganzen Hilusgehalts der linken Niere die Entkapselung der 
Niere vorgenommen wurde. Die Dauer der Unterbindung blieb die gleiche 
wie in den iibrigen Versuchsgruppen. Diese Versuchsgruppe hatte das Ziel, 
den EinfluB der Entkapselung der Niere, d. h. einer vollstandigen Unter- 
brechung der Blutzufuhr auf den Verkalkungsproze8 zu _ untersuchen. 
Diese Frage haben schon Blessig, von Werra, von Kéossa (l.c.) morphologisch 
untersucht. Die Niere des Kaninchens bekommt von drei Seiten Blut zu- 
gefihrt: aus der Art. renalis, aus der Art. spermatica interna, die vom Harn- 
leiter nach unten zur Kapsel fiihrt, und aus der Art. suprarenalis, die von 
oben zur Nierenkapsel herleitet. Es ist klar, daB bei Verschlu8 der wichtig- 
sten NahrgefaBe des Organs und bei Entkapselung der Niere diese von 
aller Zufuhr an Nahrung abgeschnitten ist. Litten meint, da8 bei solchen 
Bedingungen (vollstandige Unterbrechung der Blutzufuhr) eine vodllige 
Verkalkung der Nieren nicht erreicht werden kénne. Andere Forscher 
(von Werra, von Késsa) im Gegenteil, lassen eine solche Méglichkeit gelten. 
Die von mir erhaltenen Daten dieser Versuchsgruppe folgen aus Tabelle V: 





Tabelle V. 

62 3.8) Gewicht | 5%) Gewicht | Wassers | Absoluter | 
33 285 | des Tieres | £2 | der Niere | gehalt | CaQ-Gebalt | “*O*Cehal 
zs Ss“ s P $3 ¢ — mg Proz. 
33 = 2 2470-1950 > a 705 ryt conse 
“= | 0—1400| | | BSR rs oa? 
5 | 10 | oa0— ser | | 8 | OSI 737 01347 
36 20 1180— 795 | 522 ona 0 00831 
37-80 | 1600—1735 . a ae 4 01894 
38 | a | 1sve—100 + | gu | igs we | aoe 
39 50 | 1900-2300 | oats aa 0'3533 
40 60 | 1740—2200 . ~ 16 eae 03080 


Das makroskopische Bild der unterbundenen Nieren dieser Versuchs- 
gruppe unterscheidet sich nicht bei der Sektion von demjenigen der Nieren 
der zweiten und dritten Gruppe. Die GréBen der rechten und linken Nieren 
weist auch keine wesentlichen Unterschiede auf. 

Aus der Tabelle V ersehen wir, da8 das Gewicht der unterbundenen 
Nieren dieselben Schwankungen aufweist, die oben beobachtet worden sind. 
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Der Wassergehalt der rechten und linken Nieren zeigt in den ersten Wochier 
nach der Unterbindung keine wesentlichen Differenzen. Erst ungefihy 
am 50. Tage nimmt der Wassergehalt der linken Nieren stark ab er ist 
um das 20fache der rechten Kontrollnieren gegeniiber verringert. Wodure}, 
diese Erscheinung, welche schon in der vierten Versuchsgruppe bemerkt 
werden konnte (Versuchstier Nr. 30 und 32) bedingt ist, bleibt unklar 

Die Untersuchung des Ca-Gehalts der unterbundenen und entkapselten 
Nieren ergibt, daB hier ebenfalls eine Zunahme der Kalkmengen stattfincet, 
welche die Héhe der vorhergehenden Gruppen erreicht. Indessen geht dies: 
Vermehrung unter groBen individuellen Schwankungen vor sich, stirkere 
Petrifikationen wechseln mit schwacheren Ca-Ablagerungen ab. Die Ver. 
ainderungen der rechten Nieren sind mit denen der besprochenen Gruppen 
identisch. 


VI. Versuchsgruppe. 


Zu dieser Gruppe gehéren acht erwachsene Kaninchen verschiedenen 
Gewichts, denen die linke Niere exstirpiert wurde, um auf diese Art eine 
vikariierende Hypertrophie der rechten funktionierenden Niere zu erreichen 
Die Lebensdauer der Versuchstiere blieb dieselbe wie in den iibrigen Gruppen 
Diese Versuchsgruppe muB8 als Kontrollgruppe angesprochen werden 
In den oben besprochenen Gruppen entstand eine Hypertrophie der rechten 
Niere, und sie zeigte vom 30. bis 40. Tage an regelmaBig einen vermelhrten 
Kalkgehalt. Da in allen vorhergehenden Versuchen die andere Niere 
nekrotisiert und verkalkt war, so konnte dadurch der ProzeB der vikariieren- 
den Hypertrophie gewissermaBen beeinfluBt werden. Dies veranlabte 
mich, den Kalkgehalt der Kontrollniere auch bei Entfernung des paarigen 
Organs nachzupriifen. 

Die erhaltenen Daten sind in der Tabelle VI verzeichnet : 





Tabelle VI. 

gf 3.8)| Gewicht | Ze | Gewicht | Wasser | siete «| : 

$3 Bee des Tieres | §2 | der Niere | gehalt | CaQsGehalt | “*O*Ci! 
2 a 8 23 8 Proz. | mg Proz, 
un) a|imine :) ge) me | gee gew 
eo} s|mmiue/E) S| ae) ae | ee 
10 00 0 | 8 | 80a 
4 2% «402-1415 co7 316 0,30 0,0276 
3 = BD ee OO oaat 
46 40 1170-1300 FB 89S 
47 50 1600-1710 | Figs | sata | 85 | aiT8 
48 60 1750-2000 gis | ars | iste | et 


Bei der Sektion der Tiere dieser Versuchsgruppe war die erhaltene 
Niere makroskopisch im Vergleich zur Norm unverandert geblieben, und 
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nur ungefahr vom 40. bis 50. Tage an lieB sich eine VergréBerung im Ver- 
gleich zur linken exstirpierten Niere bemerken. Am zweiten Tage nach 
der Exstirpation fanden wir folgende Dimensionen der Nieren: linke 
exstirpierte Niere: 2,7 x 2,0 x 0,9 em; rechte erhaltene Niere: 
3,0 x 1,9 x 1,0em. Am 60. Tage ergab sich: linke Niere 2,9 x 1,7 * 1,0cm 
und rechte Niere 4,7 x 1,9 x 2,8em. Die Betrachtung der Tabelle VI 
zeigte uns, daB eine Differenz am Gewicht der rechten und linken Nieren 
erst vom 50. Tage an bemerkbar wird. Dasselbe l48t sich vom Wasser- 
gehalt sagen. Was den Kalkgehalt betrifft, so findet sich etwa vom 30. Tage 
an nach Exstirpation der linken Niere in der rechten hypertrophierten 
Niere eine merkliche Zunahme des Kalkes, im Vergleich zur Norm. Die 
Zunahme des Ca in der hypertrophierten Niere steigt stetig und der Kalk- 
gehalt erreicht in meinen Versuchen am 60. Tage das Zehnfache der Norm. 
Somit ist die Vermehrung des Kalkgehalts der Nieren auch bei der reinen 
Form der vikariierenden Hypertrophie, d. h. nach der Entfernung des 
paarigen Organs zu beobachten. 


Zusammenfassung. 


Die angefiihrten Daten der chemischen Nierenuntersuchung auf 
Kalkgehalt hin beziehen sich einerseits auf den Prozef der Nekrose 
und Verkalkung nach Unterbindung der BlutgefiBe, andererseits auf 
den ProzeB der vikariierenden Hypertrophie nach Entfernung des 
paarigen Organs. 

Fassen wir den ersten der genannten Prozesse ins Auge, s0 sehen 
wir, daB unabhangig davon, ob alle GefiBe der Niere unterbunden 


waren oder nur die Arterie allein, bzw. die Vene, auch ob die Niere 
entkapselt wurde oder nicht, die Verinderungen der operierten Niere 
an Gewicht, Wassergehalt und Ca-Gehalt im Prinzip die gleichen sind 
und kénnen folgendermaBen formuliert werden : 

1. In den ersten Perioden nach allen diesen Operationen findet 
eine Zunahme des Volumens und des Gewichts der Niere statt, des- 
gleichen eine Zunahme des Wassergehalts und eine anfanglich geringe 
und betrachtlichen Schwankungen unterworfzne Zunahme des Kalk- 
gehalts. 

2. Innerhalb der ersten Periode nach der GefaBunterbindung 
laBt sich nebst der Nekrose hauptsichlich eine Quellung der Nieren 
beobachten, was auch den Angaben der Morphologen entspricht. 

3. Das dem wirklich so ist, laBt sich auch dadurch beweisen, dab 
diese letzte Erscheinung bei Versuchen, in denen venése Stauung 
hervorgerufen wurde, starker ausgepriigt ist, dagegen schwacher bei 
Entkapselung der Niere, wenn die Wege der Fliissigkeitszufuhr durch 
die KollateralgefaBe abgeschnitten sind. 

4. Das nekrotische und gequollene Nierengewebe besitzt noch 
keine stark ausgeprigte Fahigkeit zur Adsorption und Bindung des 
Kalkes. Die Anhaufung desselben in gréBeren Mengen geschieht erst 
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spiter, was am besten an der zweiten und dritten Versuchsgruppe 
beobachtet werden konnte. 

5. Die Fahigkeit des nekrotischen Nierengewebes, Kalk zu adsor- 
bieren, tritt erst nach Verschwinden der Quellung ein. 

6. Eine andere Erscheinung, die ich beobachten konnte, ist eine 
erhéhte (im Vergleich zu anderen Versuchsgruppen) Adsorption ces 
Ca in den Nieren mit alleiniger Unterbindung der Nierenvene. Diese 
Tatsache spricht zugunsten der Anschauung Hofmeisters iiber ic 
Bedeutung der Ansammlung von Kohlensiure in den Geweben fiir 
den Gang der dystrophischen Verkalkung. 

SchlieBlich ist bei der vikariierenden Nierenhypertrophie der 
Kalkgehalt des Nierengewebes gesteigert, und zwar unabhangiy 
davon, ob die andere Niere enternt oder durch GefaiBunterbindung 
ausgeschaltet ist. 
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Studien iiber parenterale Resorption. 
IV. Mitteilung: 


Die Beeinflussung der intraperitonealen Resorption von Trypanblau durch 
einige adsorptionsfihige Substanzen. 


Von 
N. Okuneff. 


(Aus dem Institut fiir allgemeine und experimentelle Pathologie an der 
Militar-Medizinischen Akademie zu Leningrad.) 


(Eingegangen am 30. November 1925.) 


Mit 10 Abbildungen im Text. 


Meine unliangst veréffentlichten Versuche') zeigten, daB die 
Resorption des Farbstoffs Trypanblau aus der Bauchhéhle auf zwei 
Wegen beeinfluBt werden kann: 1. durch die Anderungen der physi- 
kalisch-chemischen Eigenschaften der Farbstofflésung, 2. durch die 
Wirkung auf den Resorptionsapparat selbst. Vom praktischen Stand- 
punkt aus ist die erste Méglichkeit, die intraperitoneale Resorption 
des kolloidalen Farbstoffs zu beeinflussen, besonders interessant. Denn 
dadurch ist man imstande, die intraperitoneale Resorption ohne be- 
sondere Schidigungen des Resorptionsapparats — des lebendigen 
Peritoneums — zu andern. Die intraperitoneale Resorption des Farb- 
stoffs Trypanbleu kénnte z. B. dadurch abgeschwicht werden, dab 
ein erheblicher Teil desselben in der Bauchhéhle selbst durch irgend 
einen gleichzeitig eingefiihrten Stoff zuriickgehalten wiirde. Somit 
liegt der Gedanke nahe, da in erster Linie adsorbierende Substanzen 
eine Abschwachung der intraperitonealen Resorption von Trypanblau 
verursachen kénnten. 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist, die Vertreter verschiedener 
adsorptionsfaihiger Substanzen in dieser Beziehung nachzupriifen. 

Das Interesse fiir den Gebrauch der Adsorbentia zur Abschwachung 


der Resorption von verschiedenen Giften erwuchs hauptsachlich aus den 
bekannten Untersuchungen von Stump/*) und Biltz*). Seitdem sind zahl- 


1) Diese Zeitschr. 161, 1, 1925. 
2) Stump/, Uber ein zuverl. Verfahren bei d. Cholera as. Wiirzburg 1906. 
3) Biltz, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 87, 3138, 1904. 
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reiche Beobachtungen gemacht worden vor allem betreffs der Resorptic» 
der Gifte vom Magen aus bzw. aus dem Darmkanal [Wiechowski'), Lici+. 
witz*), Hedin*), Boruttau*), Adler*®), Thurner und Miinzer *), Wolff-Eisner’) 
Weiss *) und vielen anderen], die zur Erscheinung einer neuen Heilmethode, 
der ,,Adsorptionstherapie“ fiihrten [siehe auch Bechhold*) und Schade '")) 

Nun ist aber in dieser Beziehung die parenterale Resorption verhiltnis. 
maBig wenig nachgeforscht worden. Stumpf!) wies darauf hin, daB bei der 
Behandlung der infizierten Wunden mit Bolus dieselben schneller heilen, 
zweifellos infolge der Adsorption verschiedener toxischer Substanze 
und Bakterien [vgl. hierzu Lichtwitz'*), Bechhold™*), Wilucki'*) u. a.j. Sehr 
interessant sind ferner die experimentellen Untersuchungen von W ie- 
chowski**), der zeigen konnte, daB an Kohle adsorbiertes Diphtherietoxin aus 
der Bauchhéhle und aus dem subkutanen Bindegewebe fast gar nicht 
resorbiert wird: in diesen Bedingungen vertragen die Tiere eine melhr- 
hundertfache tédliche Dosis des Giftes. Endlich fand Wiechmann"*), daS 
die parenterale Resorption von NaCl beim Frosch unter dem Einflu8 von 
Gummi arabicum stark gehemmt wird. 

Die Ansichten verschiedener Forscher iiber den Mechanismus des 
Schutzes der kolloidalen und adsorbierenden Stoffe bei ,,parenteraler 
Adsorptiontherapie“ sind nicht ganz einig. Wahrend mehrere Forscher 
[Wiechowski"™), Lichtwitz™), Bechhold™), Schade*’) u. a.] das Hauptgewicht 
auf die Erscheinungen der reinen Adsorption legen, sind Pfeiffer und 
Staudenath**) der Meinung, daB dabei die Speicherung der eingefiihrten 
kolloidalen Stoffe im sogenannten reticulo -endothelialen Apparat die 


1) Wiechowski, Miinch. med. Wochenschr. 1910, Nr. 8, 8. 348; Wien. 
klin. Wochenschr. 23, 307, 1910; Verh. d. Kongr. XXXII. f. inn. Med. 1914 
(Ref. Zentralbl. f. inn. Med. 35, 531, 1914); Therap. d. Gegenw. 68, 121, 1922. 

*) Lichtwitz, Therap. d. Gegenw. 49, 542, 1908; Deutsch. med. Wochen- 
schrift 48, 1360, 1917. 

*) Hedin, Zeitschr. f. phys. Chem. 50, 497, 1907. 

*) Boruttau, diese Zeitschr. 48, 418, 1912. 

5) Adler, Verh. d. 31. Kongr. f. inn. Med. 1914; ref. Zentralbl. f. inn. 
Med, 85, 531, 1914. 

*) Thurner und Miinzer, Therap. d. Gegenw. 57, 16, 1916. 

7) Woljf-Eisner, ebendaselbst 56, 92, 1915. 

8) Weiss, Deutsch. med. Wochenschr. 50, 113, 1924. 

®) Bechhold, Die Kolloide in Biologie und Medizin 1922, 8. 391. Stein- 
kopf. 

10) Schade, Die physikalische Chemie in der inneren Medizin, 3. Aufl., 
1923, S. 274. Steinkopf. 

11) Stumpf Miinch. med. Wochenschr. 1898, Nr. 46. 

12) Lichtwitz, Therap. d. Gegenw. 49, 542, 1908. 

13) Bechhold, 1. c. 

14) Wilucki, Miinch. med. Wochenschr. 1914, Nr. 49. 

18) Wiechowski, Verh. d. XX XI. Kongr. f. inn. Med. 1914; Wien. klin. 
Wochenschr. 28, 307, 1910. 

18) Wiechmann, Klin. Wochenschr. 1922, Nr. 33. 

17) Schade, 1. c. 

18) Pfeiffer und Staudenath, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 37, 184, 1923. 
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grobte Rolle spielt. — Weitere Studien iiber die Beeinflussung der paren- 
teralen Resorption durch adsorptionsfaihige Substanzen sind somit voll- 
standig berechtigt. 


Eigene Untersuchungen. 


Methodik. 


Die Methodik der Einfiihrung der Farbstofflésung, der Blutentnahme 
und -untersuchung war dieselbe wie in meinen  friiheren Arbeiten'). 
Blutuntersuchungen wurden 30 Minuten, 1, 3 und 6 Stunden nach der 
Injektion des Farbstoffs vorgenommen. In allen Fallen wurden von mir 
parallele Versuche unter normalen und abnormen Bedingungen an einem 
und demselben Tiere angestellt, wobei zwischen den einzelnen Farbstoff- 
injektionen eine Zeitperiode von 8 bis 10 Tagen verfloB. Als Versuche 
unter normalen Bedingungen bezeichne ich solche, in welchen gesunden 
erwachsenen Kaninchen | proz. Trypanblaulésung (in destilliertem Wasser) 
in die Bauchhdhle eingespritzt wurde. Nach 8 bis 10 Tagen wurden denselben 
Versuchstieren ebenso groBe Farbstoffmengen injiziert, diesmal jedoch zu- 
sammen mit irgend einem Adsorbens. Als Adsorbentia bzw. adsorptions- 
fahige Substanzen wurden folgende Stoffe angewendet: 1. Tierkohle 
(offizinelles Carboossium), 2. Bolus alba (offizinelles Praéparat), 3. Gelatine 
(Merck), 4. Gummi arabicum (offizinelles Praparat) und 5. Casein (Merck). 
Die beiden ersten Stoffe sind bekannte Adsorbentia. Gelatine und Gummi 
arabicum wihlte ich als hydrophile Kolloide, welche nach einigen Literatur- 
angaben imstande sind, die Farbstoffe zu adsorbieren und die Resorption 
zu verzégern [Wiechmann*), Weyl*), Knafjl-Lenz und Nogaki*) u. a.}. 
Casein war als Reprasentant von EiweiSstoffen interessant [vgl. Bechhold *)}. 
Die genannten Stoffe wurden zum Versuche in folgender Form gebraucht: 
1. Aus dem offizinellen Praparat Carboossium (Pulver) wurde eine 15proz. 
Suspension im destillierten Wasser hergestellt, die durch Gaze (drei bis vier 
Schichten) filtriert wurde. Das Filtrat enthielt, wie es spezielle Bestimmungen 
gezeigt haben, etwa 4 bis 5 Proz. Kohle. Vor der Einspritzung muBte die 
Suspension kraftig geschiittelt werden*). 2. Aus dem offizinellen Praparat 
Bolus alba wurden ex tempore 20proz. Suspensionen hergestellt und nach 
Schiitteln filtriert. Das Filtrat enthielt nach spexiellen Bestimmungen 
etwa 8 bis 10 Proz. Bolus alba. Das Schiitteln der Suspensionen unmittelbar 
vor dem Gebrauche war unbedingt nétig. 3. Gelatine und Gummi arabicum 
wurde in Form von 5 bis 10proz. Lésungen in destilliertem Wasser gebraucht 
(Auflésung ex tempore). 4. Zur Herstellung einer Caseinlésung (10proz.) 


1) Diese Zeitschr. 147, 103, 1924; 149, 534, 1924; 161, 1, 1925. 

2) Wiechmann, 1. c. 

3) Weyl, Kolloidzeitschr. 82, H. 5, 1923. 

4) Knaffl-Lenz und Nogaki, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 105, 
109, 1925. 

5) Bechhold, |. c., 8. 156. 

*) Bekanntlich stellt Wiechowski (1. c.) an eine adsorptiv gute Tier- 
kohle mehrere Anforderungen. Da aber das Ziel meiner Versuche war, 
nur nachzuweisen, ob und inwiefern die Tierkohle iiberhaupt imstande ist, 
die intraperitoneale Resorption eines kolloidalen Farbstoffs zu beeinflussen. 
konnte die spezielle Nachpriifung des Kohlenpraparats (s. Wtechowski, |. c.) 
weggelassen werden. 

17* 
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muBte man zum destillierten Wasser etwas Alkali (1 cem n/10 NaOH-Lésuny 
auf 4ccm 10proz. Caseinlésung in destilliertem Wasser) hinzufiigen. A\\¢ 
Suspensionen und Lésungen wurden in der Menge von 5 bis 40 cem in die 
Bauchhoéhle der Versuchskaninchen injiziert, und zwar entweder im Gemisc/, 
mit der Farbstofflésung oder getrennt von ihr. In letztem Falle wurden dic 
genannten Substanzen ¥ bis 1 Stunde vor oder nach der Farbstoffinjektion 
eingefiihrt. 


1. Versuche mit der Tierkohle. 


Hierzu gehéren folgende drei Versuchsgruppen. 

1. Gruppe (drei Versuche). Den Versuchstieren wurden Gemische aus 
gleichen Mengen (5 ccm) Il proz. Trypanblaulésung und 5proz. Tierkohie. 
suspension eingefiihrt. 

2. Gruppe (fiinf Versuche). Den Kaninchen wurden 5 cem der 1 proz. 
Trypanblaulésung injiziert und sofort nach der Farbstoffinjektion 5, 20, 
40 cem 4- bis 5proz. Tierkohlensuspension eingefiihrt. 

3. Gruppe (zehn Versuche). In den ersten fiinf Versuchen wurden 
25 bis 30 cem 5proz. Tierkohlesuspension 30 bzw. 60 Minuten vor, in fiinf 
anderen Versuchen die gleichen Mengen der Suspension nach der Farbstoff- 
injektion (5 cem Il proz. Trypanblaulésung) eingefiihrt. 

In den Versuchen der ersten Gruppe war die Beeinflussung der 
intraperitonealen Resorption des Farbstoffs Trypanblau durch die 
Tierkohle eine auBerordentlich starke. Im Blute der hierzugehérigen 
Versuchstiere konnte nimlich wahrend der ersten 6 Stunden nach der 
Injektion trotz der sorgfiltigsten Untersuchungen keine Spur von 
Trypanblau entdeckt werden. Bei der Obduktion der Tiere wurden in 
der Bauchhéhle nur aus Tierkohle bestehende Niederschlige gefunden, 
die augenscheinlich den Farbstoff ginzlich adsorbiert hatten. Denn 
das Peritoneum selbst war in diesen Fallen mit Trypanblau gar nicht 
gefirbt!). Es sei bemerkt, daB die zur Injektion in die Bauchhéhle an- 
gewandte Mischung aus Farbstofflésung und Tierkolhile im Versuch in 
vitro eine vollstindige Adsorption des Farbstoffs durch die Tierkohle 
zeigte. Das eingetauchte Papierstreifchen fairbte sich namlich in dieser 
Mischung gar nicht. 

In den Versuchen der zweiten Gruppe erwies es sich, daB die Beein- 
flussung der Trypanblauresorption durch die Tierkohle im groben 
MaBe davon abhiangig ist, wie gro} die Menge der Tierkohlesuspension 
im Vergleich zu der Menge der eingefiihrten Farbstofflésung war. 
Wenn namlich sofort nach der Einfiihrung von 5cem Farbstofflésung eine 
ebenso groBe (5 ccm) Menge der Tierkohlesuspension eingefiihrt wurde, 
enthielt das Blut der Versuchstiere fast ebensoviel Farbstoff, wie im 
Kontrollversuch, d.h. eine Verlangsamung bzw. Abschwichung der 


1) Unter normalen Bedingungen farbt sich bei den Kaninchen das 
Bauchfell nach den intraperitonealen Trypanblauinjektionen schon in den 
ersten Stunden tief blau (vgl. meine Versuche, diese Zeitschr. 149, 534, 1924). 
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Resorption wurde nicht beobachtet. Das eben Gesagte ist leicht aus 
der Kurve Abb. 1 zu ersehen. 

Demgegeniiber fand ich in Versuchen, wo sofort nach der Ein- 
fihrung von 5cem Farbstofflésung gréfere (25 bis 40 ccm) Mengen 
5proz. Tierkohlesuspension injiziert wurdep, eine deutliche Verlang- 
samung der Farbstoffresorption. Diese letztere war dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der Farbstoffgehalt im Blute inr Vergleich zu der Norm 


sehr klein war (s. hierzu Kurve Abb. 2). 





























Abb. 1. 


Auf der Ab sind die St abgetragen, 
auf der Ordinate der Prozentgehalt an Farbe 
im Gesamtblut, bezogen auf die injizierte 
Farbenmenge. Punktierte Kurve = Menge von 
Trypanblau im Blute nach der ersten Injektion 
(normace Bedingungen), sgezoy: Kurve 
= Menge von Trypenblau im Blute nach 
der Injektion von 5ccm 5 proz. Tierkohle« 
suspension sofort nach der Injektion von 

















Abb. 2. 
Punktierte Kurve = Menge von Trypanblau 
im Blute nach der ersten Injektion (normale 
Bed ngungen), ausgezogene Kurve = Menge 
von Trypanblau im Blute nach der Injektion 
von Weem 5 proz. Tierkohlesuspension sofort 
nach der Injektion von 5ccm 1 proz. Farb- 
sto flésung. 
Ubrige Bezeichnungen wie bei Kurve 
bb. 1. 





5ccm | proz. Farbstofflésung. 


Dieser Unterschied in den einzelnen Versuchsresultaten der zweiten 
Gruppe wird durch folgende Uberlegung verstindlich. In meinen Ver- 
suchen wurden Trypanblaulésung und Tierkohlesuspension méglichst 
in eine und dieselbe Stelle der Bauchhéhle injiziert. Und doch konnte 
eine vollige Vermischung beider Fliissigkeiten in der Bauchhéhle nicht 
stattfinden, denn die Bauchhéhle wird durch die Bauchorgane in zahl- 
reiche voneinander getrennte Raume geteilt, die die Vermischung der 
eingefiihrten Lésungen verhindern. Nun hat mir die Obduktion der 
Versuchstiere der zweiten Gruppe gezeigt, daB tatsichlich in Versuchen, 
wo die Menge der Tierkohlesuspension relativ gering war, beide ein- 
gefiihrten Fliissigkeiten (Farbstofflésung und Tierkohlesuspension) 
sich entfernt voneinander, oft ganz isoliert, befanden. Ganz anders in 
Versuchen, wo die Menge der Tierkohlesuspension relativ groB war. 
Hier fand ich in der Bauchhéhle beide eingefiihrten Fliissigkeiten stets 
miteinander vermischt. 

Die Versuche der dritten Gruppe zeigen, daB die Tierkohlesus- 
pension auch in dem Falle die intraperitoneale Farbstoffresorption 
beeinfluBt, wenn sie getrennt von der Farbstofflésung, namlich 








256 





N. Okuneff : 


30 Min. vor oder nach der Einfiihrung dieser letzteren injiziert wird 
In den hierzugehérigen Versuchen wurden fiir den Farbstoffgeha|t 
des Blutes stets geringere Werte gefunden, als in der Norm (s. dazu 


Kurven Abb. 3 und 4). 
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Abb. 3. 
Punktierte Kurve = Menge von Trypanblau 
im Blute nach der ersten Injektion (normale 
Bedingungen), ausgezogene Kurve = Menge 
von Trypanblau im Blute nach der Injektion 
von 30 ccm 5 proz. Tierkohlesuspension 
30 Minuten vor der Injektion von 5ccm 
1 proz. Farbstofflésung. 
Ubrige Bezeichnungen wie bei Kurve Abb. 1. 
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Abb. 4. 


Punktierte Kurve = Menge von Trypanblau 
im Blute nach der ersten Injektion (normale 
Bedingungen), ausgezogene Kurve = Menge 
von Trypanblau im Blute nach der Injektion 
von 3% ccm 5 proz. Tierkohlesuspension 
Minuten nach der Injektion von 5 ccm 
1 proz Farbstofflésung. 
Ubrige Bezeichnungen wie bei Kurve Abb. | 


Die Tierkohle scheint die Resorption etwas stirker zu beeinflussen, 
wenn sie nach dem Farbstoffe eingefiihrt wird (vgl. hierzu Kurven der 


Abb.°3 und 4). 


In Versuchen der dritten Gruppe, wo zwischen den Injektionen 
von Farbstofflésung und Tierkohlesuspension eine Zeitperiode von 
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Abb. 5. 


Punktierte Kurve = Menge von Trypanblau 
im B ute nach der ersten Injektion (normale 
Bedingunyen), ausgezogene Kurve = Menge 
von Trypanblau im Blute nach der Injektion 
von 30 com 5 proz. T.erkohlesuspension 
1 Stunde vor der Injektion von 5 ccm 
1 proz. Farbstofflésung. 
Ubrige Bezeichnungen wie bei Kurve Abb. 1. 


60 Min. verflossen war, war die Ab- 
schwichung der Resorption eine 
sehr geringe. Injizierte man die 
Kohle eine Stunde nach der Farb- 
stoffinjektion, so wurden von mir 
bei Versuchstieren fast ebenso grobe 
Farbstoffmengen im Blute gefunden. 
wie unter normalen Bedingungen 
Dieses Versuchsresultat ist ganz 
verstindlich, da, wie ich es zeigen 
konnte!), zu dieser Zeit schon der 
gréBte Teil des Farbstoffs ins Blut 
resorbiert ist. In Versuchen, wo 
die Tierkohle eine Stunde vor der 


Farbstofflésung injiziert wurde, konnte ebenfalls nur eine sehr geringe 
Verminderung des Farbstoffgehalts im Blute im Vergleich zu der Norm 
konstatiert werden (s. hierzu Kurve Abb. 5). 

Somit erlauben die von mir mit der Tierkohle ausgefiihrten Ver- 
suche den SchluB zu ziehen, daB mit Hilfe der Tierkohle eine Verlang- 


1) Diese Zeitschrift 147, 103, 1924; 149, 534, 1924. 











vird, 
halt 


dazu 


nblau 
rmale 
Aenge 
tion 
msion 
5 com 


bb. | 


sen, 
der 


nen 
von 
Ab. 
eine 
die 
arb- 
mir 
oBe 
len, 
zen 
anz 
gen 
der 
slut 
wo 
der 
nge 
orm 


4 
y eT- 


ng- 
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samung der intraperitonealen Resorption von Trypanblau erzielt werden 
kann. Dabei erwies es sich, daB aus Gemischen von Farbstofflésung und 
Tierkohlesuspension der Farbstoff gar nicht resorbiert wird. Bei ge- 
trennter Einfiihrung von Farbstofflisung und Tierkohlesuspension tritt 
eine Verlangsamung der Resorption ein, nur falls die Tierkohle etwa 
eine Stunde nach bzw. vor der Farbstoffinjektion eingefiihrt wird. 


2. Versuche mit Bolus alba. 


Im ganzen wurden von mir sechs Versuche mit Bolus alba angestellt, 
und zwar: zwei Versuche mit der Einfiihrung von Gemischen aus gleichen 
Mengen (5cem) von Iproz. Farbstofflésung und von der 8- bis 10proz. 
Bolus-alba-Suspension; ein Versuch mit der Einfiihrung von 30 cem 8- bis 
10proz. Bolus-alba-Suspension sofort nach der Einfiihrung von 5 ccm 
lproz. Farbstofflésung; zwei Versuche mit der Einfiihrung von 30 ccm 
8- bis 10proz. Suspension von Bolus alba 30 Minuten und 1 Stunde vor 
der Farbstoffinjektion (5cem lproz. Lésung) und endlich ein Versuch 
mit der Einfiihrung von 30cem der Bolus-Suspension 30 Minuten nach 
der Einfiihrung des Farbstoffs. 


‘Die Versuche mit Bolus alba zeigten, daB auch dieser Stoff eine 
Verlangsamung der intraperitonealen Resorption von Trypanblau 
verursacht. Es wurden nimlich in 
Versuchen mit Einfiihrung von Bolus “| _— ee 
alba stets kleinere Farbstoffwerte _— | 
im Blute gefunden, als unter nor- 
malen Bedingungen. Dabei war, 
ihnlich wie ich es in Versuchen 
mit der Tierkohle beobachtete, die 
Wirkung des adsorbierenden Stoffes 
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Punktierte Kurve = Menge von Trypanblau 


in dem Falle am starksten aus- im Blute nach der ersten Injektion (normale 


geprigt, wenn er im Gemisch mit Bedingungen). ausgezugene Kurve - Menge 

d Farbstoff i " Peri 1 von Trypanbiau im Blute nach der Injektion 

em Farbstoff in den Peritoneal- eines Gemisches aus 5 ccm 1 proz. Farbstoff- 

sack eingefiihrt wurde. Das Ge- lésung und 5 ccm 10 proz. Bolus+alba- 
- : Suspension. 

sagte ist leicht aus der Kurve Ubrige Bezeichnungen wie bei Kurve Abb. 1. 


Abb. 6 zu ersehen. 


Die Beeinflussung der intraperitonealen Resorption von Trypanblau 
durch Bolus alba ist bedeutend schwacher ausgepragt, als durch die 
Tierkohle (vgl. Abb. 2 und 6). Abhnliche Beobachtungen hat Straus) 
gemacht betreffs der HCl und Pepsinadsorption durch Bolus alba und 
Tierkohle. Sehr schwach war die resorptionshemmende Wirkung von 
Bolus alba in dem Falle, wenn dieser Stoff gefrennt vom Farbstoffe ein- 
gefiihrt wurde. Falls dabei die Zeitperiode zwischen den Einfiihrungen 


1) Straus, Deutsch. med. Wochenschr. 42, 36, 1916. 
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258 N. Okuneff: 


von Farbstoff und Adsorbens 60 Minuten betrug, war der Unterschied der 
Farbstoffmengen im Blute im Vergleich zu Kontrollversuchen ver. 
schwindend klein (s. hierzu Kurve 














2s : co ae 
—— TT Nichtsdestoweniger folgert aus 
a ar rr ee meinen Versuchen mit Bolus alba, 
a ae | daB auch mit Hilfe dieser Substanz 
& | ce eine Verlangsamung der intraperi- 
wae ate. Se tonealen Resorption von Trypanblau 
Abb. 7. erzielt werden kann. Dabei ist aber 


Punktierte Kurve = Menge von Trypanblau 

im Blute nach der ersten Injektion (normale 

Bedingungen), ausgezogene Kurve = Menge 

von Trypanblau im Blute nach der Injektion 

von 3 ccm 10 proz. Bolussuspension 

1 Stunde nach der Injektion von 5 ccm 
1 proz. Farbstofflésung. 


Ubrige Bezeichnungen wie bei Kurve Abb. 1. 


die Wirkung von Bolus alba nicht 
so stark wie die der Tierkohle. Ebenso 
wie die letztgenannte Substanz wirkt 
Bolus alba am starksten in dem Faille, 
wenn sie im Gemisch mit dem Farb- 
stoff eingefiihrt wird. 


3. Versuche mit Gelatine und Gummi arabicum. 


Bei neun Kaninchen wurde die intraperitoneale Resorption von Trypan- 


blau unter normalen Bedingungen bestimmt. 10Tage nachher wurde 
denselben Versuchstieren die gleiche Farbstoffmenge (5 ccm einer 1 proz. 
Lésung) in die Bauchhéhle eingefiihrt, jedoch diesmal nicht in Wasser-, 
sondern in 5proz. Gelatine- (fiinf Versuche) und 10proz. Gummi-arabicum- 


Lésung (vier Versuche). 
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Abb. 8. 


Punktierte Kurve = Menge von Trypanblau 

im Blute nach der ersten Injektion (normale 

Bedingungen), ausgezogene Kurve = Menge 

von Trypanblau im Blute nach der Einfiihrung 

von 5 ccm 1 proz Trypanblaulésung in 
5 proz. Gelatine. 

Ubrige Bezeichnungen wie bei Kurve Abb. 1. 





Abb. 9. 


Punktierte Kurve = Menge von Trypanblau 
im Blute nach der ersten Injektion (normale 
Bedingungen), ausgezogene Kurve = Menge 
von Trypanblau im Blute nach der Einfiihrung 
von 5 com 1 proz. Trypanblaulésung in 
10 proz. Gummi «arabicum « Lésung. 
Ubrige Bezeichnungen wie bei Kurve Abb. | 


Wie es die angefiihrten Kurven (siehe Abb. 8 und 9) zeigen, war 





der Farbstoffgehalt des Blutes in Versuchen mit der Einfiihrung von 
Trypanblau in Gelatine- und Gummilésungen bedeutend kleiner als 
in Versuchen mit der Injektion von wiasserigen Trypanblaulésungen. 
Die Anwesenheit beider genannten hydrophilen Kolloide scheint die 
Resorption des kolloidalen Farbstoffs zu verhindern. Der resorptions- 
verziégernde Effekt von Gelatine und Gummi ist aber nicht so stark 
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wie der der Tierkohle (vgl. Abb. 8, 9 mit Abb. 2, 6) und etwa der Wirkung 
von Bolus alba gleich. 

In der Literatur trifft man auch andere Beispiele der resorptions- 
verzigernden Eigenschaften von Gelatine und Gummi arabicum. So 
hat Wiechmann") beobachtet, daB Gummi arabicum die Resorption 
yon NaCl aus dem Riicklymphsack des Frosches verzégert. Neuerdings 
fanden Knaffl-Lenz und Nogaki®), daB Gummi arabicum die Resorption 
yon verschiedenen Salzen aus der ausgeschalteten Darmschlinge ver- 
langsamt. Meine Befunde zeigen, daB die resorptionsverzdgernde Eigen- 
schaft der Gelatine und des Gummi arabicum sich auch auf die paren- 
terale Resorption kolloidaler Stoffe erstreckt. 


4. Versuche mit Casein. 


An vier Versuchstieren wurden von mir die Resorptionserscheinungen 
des Farbstoffs Trypanblau aus der Bauchhéhle unter normalen Bedingungen 
studiert und 9 Tage danach den Tieren die gleichen Farbstoffmengen 
(5cem lproz. Lésung) in einer 10proz. Caseinlésung intraperitoneal ein- 
gefiihrt. 

Aus der Abb. 10 sieht man, daB der Farbstoffgehalt des Blutes 
im Versuch mit der Einfiihrung einer Trypanblaulésung mit Zusatz 
von Casein bedeutend kleiner ist 
alsim Versuch, wo wasserige Lésung 
von Trypanblau gebraucht wurde. 

Somit verursacht auch Casein eine 

bedeutende Verlangsamung der intra- 

peritonealen Resorption von Trypan- 

blau. Dabei ist die resorptions- 

verzogernde Wirkung des genannten 

Stoffes stirker als diejenige anderer =e 

von mir untersuchten Substanzen per neces tality th 

(die Tierkohle ausgenommen)?*). Bedingungen), ausgezogene Kurve = Menge 
von Trypanblau im Blute nach der Ein- 


fihrung von 5 ccm | proz. Trypanblaulésung 
Zusammenfassung. in 10 proz. Caseinlésung. 


Die Ergebnisse  simtlicher Ubrige Bezeichnungen wie bei Kurve Abb. 1. 
oben angefiihrten Versuchsgruppen 
lauten ganz gleichartig und zeigen, daB mit Hilfe der von mir an- 
gewandten Substanzen — Tierkohle, Bolus alba, Gelatine, Gummi 





1) Wiechmann, 1. c. 

*) Knaffl-Lenz und Nogaki, 1. c. 

3) Die Beimengung von Alkali zu der Caseinlésung (siehe Methodik, 
8. 253) spielte dabei keine Rolle, da nach meinen friiheren Untersuchungen 
(diese Zeitschr. 161, 1, 1925) die n/50 NaO H-Lésung keine Verlangsamung, 
sondern eher eine Beschleunigung der intraperitonealen Resorption von 
Trypanblau nach sich ruft. 
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arabicum und Casein — eine Verzégerung der intraperitonealen Resp. 
tion von Trypanblau erzielt werden kann. Jedoch ist die resorpticys. 
verzégernde Wirkung der einzelnen untersuchten Substanzen nici) 
gleich stark ausgepragt. Eine besonders starke Resorptionsverlany. 
samung ruft die Tierkohle nach sich, schwiacher wirkt in derselbey 
Richtung Casein und Bolus alba, noch schwicher Gelatine und Gumm; 
arabicum. In der Regel beeinflussen die genannten Substanzen die Re. 
sorption am starksten in dem Falle, wenn sie im Gemisch mit dem Farb- 
stoff eingefiihrt werden. Besonders deutlich konnte dieser Umstand fiir 
die Tierkohle gezeigt werden. Nichtsdestoweniger ist aber die resorptions. 
verzégernde Wirkung der untersuchten Substanzen auch in dem Falle 
ganz deutlich ausgepragt, wenn zwischen dem Moment der Farbstoff- 
und Adsorbenteninjektion eine Zeitperiode von etwa 30 Minuten ver. 
flossen ist. Nur muB dabei die relative Menge des Adsorbens verhiltnis. 
maBig groB sein, damit die eingefiihrten Lésungen sich mit ihm in 
der Bauchhéhle gut vermischen kénnen (vgl. die Versuche mit der 


Tierkohle). 
Aus den von mir untersuchten Substanzen ist die resorptions. 
verzégernde Wirkung der bekannten Adsorbenten — Tierkohle und 


Bolus alba — sehr wahrscheinlich auf adsorptive Higenschaften der. 
selben zuriickzufiihren. Von der Tierkohle wenigstens wird der Farbstoff 
Trypanblau schon in vitro so stark adsorbiert, daB die Farbstofflésung 
mit Zugabe von Tierkohle ihre tinktoriellen Eigenschaften ganz verliert 
und, einmal in die Bauchhéhle eingefiihrt, im Blute gar nicht nach- 
zuweisen ist. Bei der Obduktion der Versuchstiere findet man 
in solchen Fillen nur aus Tierkohle bestehende Niederschlige und 
ungefirbtes Peritoneum. Auch Bolus alba wirkt am _ stirksten 
falls diese Substanz im Gemisch mit der Farbstofflésung  ein- 
gefiihrt wird’). ; 

Der Mechanismus der resorptionsverzégernden Wirkung anderer 
von mir gebrauchten Substanzen kann etwas komplizierter sein. 

Kaum handelt es sich dabei nur um eine ,,Speicherung“ der Histio- 
cyten des Netzes und Bauchfells mit eingefiihrten Kolloidlésungen, 
etwa im Sinne von Pfeiffer und Staudenath*). Vielmehr muB man bei 
der Erklirung der resorptionsverzégernden Wirkung von Gelatine, 
Gummi arabicum und Casein zu anderen Vorstellungen greifen. Es 


1) Nach Wiechowski (Therap. d. Gegenw. 68, 121, 1922) soll Bolus alba 
vorzugsweise positiv geladene Kolloide adsorbieren. Die Adsorption von 
Trypanblau durch diese Substanz kénnte vielleicht darin eine Erklaérung 
finden, da®B dieser Farbstoff nach meiner Beobachtung unter gewissen 
Bedingungen auch amphotere Eigenschaften zeigen kann (diese Zeitschr. 
161, 1, 1925). 

®) Pfeiffer und Staudenath, 1. c. 
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konnte nimlich Liesegang') nachweisen, da§ die Diffusion von 
kristallinischen Stoffen (AgNO, und NaCl) in feste Gelatine in An- 
wesenheit von Gummi arabicum sich langsamer vollzieht als ohne diese 
Substanz. Ich konnte in speziellen, mit der Diffusion von Trypanblau 
in feste Gelatine angestellten Versuchen beobachten, daB die Diffusion 
des Farbstoffs aus wisserigen Lésungen schneller vor sich geht als aus 
5proz. Gelatinelésung. So fand ich z. B. bei der Diffusion einer wasseri- 
gen Trypanblaulésung die Farbensiiule nach 24 Stunden = 12 cm, bei 
Diffusion einer Trypanblau-Gelatinelésung = nur 8cm lang. Im 
Versuch in vitro ist somit der Ubergang des Farbstoffs Trypanblau 
in ein anderes Kolloid in Anwesenheit von Gelatine verlangsamt. 
Sehr méglich, daB wir es auch im Experiment in vivo (intra- 
peritoneale Resorption von Trypanblau) mit ahnlicher Wirkung der 
Gelatine zu tun haben. 

Welche physikalisch-chemischen Erscheinungen dabei die Haupt- 
rolle spielen, ist schwer zu entscheiden. Zwei Erklirungen kénnten in 
dieser Beziehung in Betracht kommen. 

Erstens ist an wasserentziehende Eigenschaften der zu besprechenden 
Substanzen (Gelatine, Gummi arabicum, Casein) zu denken. Fischer*) 
hat namlich gezeigt, daB infolge der Einfiihrung wasserentziehender 
Substanzen die Resorption von Wasser aus der Bauchhéhle stark 
becintrachtigt wird. Ja es kommt sogar zu einer Transsudation von 
Wasser in die Bauchhéhle. Da dadurch das Gleichgewicht in dem 
,Dreiphasensystem“ gestért wird, kann es leicht zur Stérung der 
Resorption auch der gelésten Substanz kommen. 

Zweitens muB auch mit den adsorptiven Higenschaften der zu 
besprechenden Substanzen gerechnet werden. So hat Weyl *) unlingst 
gezeigt, daB verschiedene Farbstoffe von Gelatine adsorbiert werden. 
Auch von Eiwei®stoffen werden Farbstoffe adsorbiert, wie es aus den 
Untersuchungen der letzten Zeit resultiert [Hirsch *), Rosenthal®) u. a.). 


Meine noch nicht beendigten Versuche zeigen, da8B es sich bei der Ad- 
sorption von Trypanblau durch Kolloide vor allem um die Adsorption des 
blauen Farbenkomponenten handelt. Wenn namlich in schwache (1: 10000) 
Trypanblaulésung geschnittenes Filtrierpapier eingetaucht wird, so farben 
sich die Papierstiickchen nach 24 Stunden schén himmelblau, wahrend 
die Fliissigkeit einen deutlichen violettrosigen Farbenton bekommt. Ahn- 
liches beobachtet man im Versuche mit der Adsorption durch Al(OH)s: 
falls man durch Alkali einen Niederschlag dieser Substanz in schwacher 


1) Liesegang, Die Diffusion in Gallerte. Abderhaldens biol. Arbeits- 
meth. 1924. 

2) Fischer, Kolloidchem. Beihefte 2, 304, 1911. 

3) Weyl, l.c. 

4) Hirsch, Journ. of biol. Chem. 63, 135, 1925. 

5) Rosenthal, Journ. of pharm. a. exper. Therap. 25, 2, 1925; ref. 
Ber. d. ges. Phys. 32, 8, 1925. 
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(1: 10000) Trypanblaulésung erzeugt, so farbt sich der letztere rein himyel. 
blau, das Filtrat aber zeigt einen Stich ins Rosa. Diese Erscheinungen treten 
nur in sehr schwachen (etwa 1 : 10000) Farbstofflésungen auf. Es liegt der 
Gedanke nahe, da8 der Farbenumschlag von Trypanblau ins Blaue jn 
Gegenwart von Kolloidlésungen [von mir!) und von Seyderhelm und 
Lampe*) beobachtete Erscheinung] durch elektive Adsorption des blauey 
Komponenten durch Kolloidteilchen verursacht wird. Wird namlich in 
Trypanblaulésung mit Zusatz von HiihnereiweiB das EiweiB durch Er. 
wairmen zur Ausflockung gebracht, so verliert die Fliissigkeit ihre rein 
blaue Farbung und wird rosaviolett. Unterdessen verursacht der Zusatz 
von Gelatine zum isolierten roten Komponenten keinen Farbenumschlag ins 
Blaue. 

Die von mir beobachtete resorptionsverzégernde Wirkung ver. 
schiedener adsorptionsfahiger Substanzen ist auch von einem anderen 
Punkte aus interessant. In der Therapie der Bauchfellentziindungen 
liegt es eben viel daran, die Resorption toxischer Substanzen aus cer 
Bauchhéhle méglichst abzuschwichen. Die dazu zu gebrauchenden 
Mittel (Ather, Campherél, Olivenél und andere) sind zum Teil in bezug 
auf intraperitoneale Resorption kolloidaler Substanzen wirkungslos 
[siehe meine friiheren Versuche*)] und auBerdem nicht immer fiir den 
Organismus indifferent. Adsorptiv wirkende Stoffe sind in dieser 
Beziehung harmloser; so ertrugen meine Versuchstiere wiederholte 
Injektionen von Tierkohle, Bolus alba, Gelatine und anderem ohne 
jegliche Schidigung ihres Zustandes, wihrend z. B. Atherinjektionen 
bei ihnen toxische Symptome nach sich riefen. Vor allem sind aber 
die untersuchten Substanzen viel wirksamer, wenigstens im Kaninchen- 
versuch. 

Alles Gesagte erlaubt den Schlu8 zu ziehen, daB Versuche auf dem 
Gebiet der ,,Adsorptionstherapie bei Peritonitis“ vollstandig berechtigt 
erscheinen. 


1) Pfliigers Arch. f. d. ges. Phys. 201, 579, 1923. 

2) Seyderhelm und Lampe, Ergebn. d. inn. Med. und Kinderheilk. 27, 
245, 1925. 

%) Diese Zeitschr. 151, 1, 1925. 
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Die Zusammensetzung der Pektinstoffe der Zuckerriibe. 


Von 
Felix Ehrlich und Robert v. Sommerfeld. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie und landwirtschaftliche Technologie 
der Universitat Breslau.) 


(Eingegangen am 3. Oktober 1925.) 


Mit dem Namen ,, Pektinstoffe bezeichnet man in der Pflanzenwelt 
weit verbreitete Substanzen kolloidaler Natur, die durch Wasser stark 
quellbar sind und sich durch schleimige, leimartige Lésungen und 
daraus herstellbare gallert- und geleeartige Niederschlige auszeichnen. 
Wahrend nur relativ geringe Mengen davon in den Pflanzensaften gelést 
vorkommen, finden sich die Pektinstoffe besonders stark angereichert 
in fleischigen Wurzeln und in Obstfriichten, auBerdem sind sie auch 
in fast allen frischen griinen, weniger dagegen in verholzten Pflanzen- 
teilen anzutreffen. Das eigentliche ,,Pektin’, auch Urpektin, Pektose 
oder Protopektin genannt, ist in kaltem Wasser unléslich und bildet 
zusammen mit Cellulose, hiufig auch mit Korksubstanz, Lignin, Saponin, 
Wachsarten und anderen Stiitz- und Kittsubstanzen einen normalen 
integrierenden Bestandteil des Zellgeriistes der Pflanzen oder der 
Interzellularsubstanzen, in denen die Protoplasmazellen eingebettet 
sind. AuBer fiir die Kenntnis der Zusammensetzung des Pflanzen- 
gewebes und der Vorgiinge beim Wachstum der Pflanzen spielt diese 
interessante Kérperklasse eine wichtige Rolle in der Technik vieler 
Industrien und Gewerbe, die landwirtschaftliche Rohstoffe verarbeiten, 
wie in der Industrie des Zuckers, der Obstkonserven (Marmeladen, 
Gelees), der Pflanzenleime, ferner bei der Aufbereitung und Réste 
von Flachs, Hanf, Tabak und bei der Gewinnung von vielen anderen 
Erzeugnissen. 

In chemischer Hinsicht sind die Pektinstoffe als eine Gruppe von 
hochmolekularen Kohlenhydraten aufzufassen, die den Pentosanen und 
Hemicellulosen nahestehen, von diesen aber durch den eigenartigen 
Gehalt bestimmter Sdurekomplexe scharf unterschieden sind. 





264 F. Ehrlich u. R. v. Sommerfeld: 


Seitdem Braconnot') zuerst im Jahre 1825 eine gallertbildende Si). 
stanz aus Fruchtsaften abschied, die er als Pektin bezeichnete, sind jn 
Laufe von nunmehr 100 Jahren iiber die Chemie der Pektinstoffe cing 
groBe Anzahl ausgedehnter Untersuchungen?) ausgefiihrt worden, die sic} 
vor allem an die Namen von Fremy, Scheibler, A. Herzfeld, Wohl und 
v. Niessen, v. Lippmann, Tollens und v. Fellenberg kniipfen. Aus diesen 
friiheren Arbeiten war bekannt geworden, da®B das Pektin der Pflanzen 
durch heiBes Wasser léslich zu machen ist und aus den wasserigen Lésungen 
durch Alkohol, Bleiessig usw. gefallt werden kann. Durch Behandlung 
mit Saéuren und Alkalien erfaihrt es einen hydrolytischen Abbau zu eigen 
artigen, zum Teil ebenfalls noch kolloidalen Spaltprodukten, von denen 
in der Literatur eine groBe Anzahl beschrieben sind, wie das Parapektin, 
das Metapektin, die Parapektinséiure, die Metapektinsiure oder Arabin. 
siure. Alle diese amorphen Substanzen sind aber nach dem heutigen 
Stande unserer Kenntnisse wohl kaum als chemische Individuen, sondern 
als Gemische differenter Kérper anzusehen. Auf Grund der friiheren Unter. 
suchungen betrachtete man die Pektinstoffe als Anhydride oder lacton 
artige Gebilde gewisser Kohlenhydrate, zu denen man die Arabinose, 
Galaktose und Methylpentosen rechnete, und bestimmter Schleimsdure- 
bildender Komplexe und Carborylgruppen. Von diesen Kohlenhydraten 
war aber aus Pektin allein die Arabinose in Substanz isoliert worden, div 
iibrigen Zuckerarten dagegen nur durch den keineswegs eindeutigen posi- 
tiven Ausfall von Farbreaktionen und durch die Bildung von Schleimsaure 
bei der Oxydation wahrscheinlich gemacht. 


Von neueren Arbeiten iiber die Pektinstoffe sind die von v. Fellen- 
berg*) besonders bemerkenswert. Ihm gelang zuerst der sehr wichtige 
Nachweis des Methylalkohols, der durch Alkalien, Siuren und auch 
durch gewisse Enzyme aus den Pektinstoffen abspaltbar ist und darin 
in Mengen bis zu durchschnittlich 10 Proz. vorkommt. _ v. Fellenberg 
nahm an, daB ,,Pektin“’ nichts weiter ist als der leicht verseifbare 
Methylester einer von ihm ,,Pektinsiure“ benannten hochmolekularen 
Kohlenhydratsiure, innerhalb deren er bereits eine Ubergangsstufe 
zwischen Galaktose und Schleimsiure vermutete. Damit steht aller- 
dings die von ihm ermittelte Zusammensetzung des Orangenpektins 
(36,1 Proz. Araban, 6,0 Proz. Methylpentosan, 49,3 Proz. Galaktan., 
11,5 Proz. Methylalkohol, zusammen 102,7 Proz.) nicht recht in Ein- 
klang, denn ein solches Analysenresultat la8t keinen Raum fiir einen 
Gehalt des Pektins an Saure- oder Carboxylgruppen. 

Die endgiiltige Aufklirung iiber die Saéurenatur und iiber den 
allgemeinen Aufbau der Pektinstoffe erbrachten dann die im Jahre 1917 


1) Ann. chim. phys. 28, 173; 30, 96, 1825. 

2) Die sehr umfangreiche Literatur iiber die Chemie der Pektinstoffe 
vgl. bei v. Lippmann, Chemie der Zuckerarten; Tollens, Handb. d. Kohlen- 
hydrate; Czapek, Biochem. d. Pflanzen; ferner bei v. Fellenberg, a. a. 0. 

%) Mitteilungen aus dem Gebiete der Lebensmitteluntersuchung und 
Hygiene, veréffentl. vom Schweizer Gesundheitsamt 5, 225, 1914; diese 
Zeitschr. 85, 45, 1918. 
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einsetzenden Untersuchungen F. Fhrlichs'), die zur Auffindung des 
Hauptbestandteils dieser wichtigen Pflanzenstoffe, der d-Galakturon- 
siure, fiihrten. Diese dem Pektin eigentiimliche, in der Natur friiher 
nicht beobachtete Verbindung, die bis dahin nur als Reduktionsprodukt 
der Schleimsiure in Lésung unter dem Namen Aldehydschleimsaure 
bekannt war?), gelang es, aus den Hydrolysaten des Pektins zum 
erstenmal in kristallisierter Form abzuscheiden. Die d-Galakturonsiure 
verhalt sich der d-Glykuronsdure*) sehr ahnlich. Sie gibt wie diese 
alle Reaktionen der Pentosen und auch die Tollensche Naphthoresorcin- 
reaktion. Wahrend d-Glykuronsaure durch Oxydation in d-Zuckersaure 
iibergeht, wird d-Galakturonsdure durch heibe Salpetersiiure, im Gegen- 
satz zur Galaktose aber auch bereits durch Brom in der Kdilte in Schleim- 
séure iibergefiihrt. Die Konstitution der d-Galakturonsiure und die 
stereochemischen Beziehungen zu den ihr nahestehenden Kohlenhydrat- 
verbindungen ergeben sich aus dem folgenden Schema: 


CHO 
HCOH 
HOCH 
HCOH 
HCOH 
CH,OH 
d-Glykose 


CHO 
HCOH 
HOCH 
HOCH 
HCOH 
CH,OH 


CHO 
HCOH 
HOCH 
HCOH 
HCOH 
COOH 
d-Glykuronsaure 
CHO 
HCOH 
HOCH 
HOCH 
HCOH 
COOH 


COOH 
HCOH 
HOCH 
HCOH 
HCOH 
COOH 


d-Zuckersaure 
COOH 
HCOH 
HOCH 
HOCH 
HCOH 
COOH 


d-Galaktose d-Galakturonsaure Schleimsaure 


Neben der Gaiakturonsiure wurde bei der Spaltung des Pektins 
auch zum erstenmal d-Galaktose in Substanz gewonnen und damit als 
normaler Bestandteil darin nachgewiesen. 

Die Isolierung und Reindarstellung der Galakturonsiure war erst 
méglich, nachdem es zuvor durch eine besonders durchgefiihrte Hydrolyse 


') F. Ehrlich, Chem.-Ztg. 41, 197, 1917; Ber. d. Faserstoff-Analysen- 
kommission d. Ver. d. Zellstoff- u. Papier-Chemiker Berlin 1920, 8. 88; 
Deutsche Zuckerindustrie 49, 1046, 1924; Chem. Centralbl. 1924, II, 2797; 
Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 59, 1926; H.Gaertner, Dissertation Techn. 
Hochschule Breslau 1919; Z. Ver. Deutsch. Zuckerind. 69, 233, 1919. 

*) E. Fischer und Hertz, Ber. 24, 2136, 1891; 25, 1247, 1892. — Die 
von Suarez, Chem.-Ztg. 41, 87, 1917 in den Zitronen vermutete Aldehyd- 
schleimséure erscheint analytisch nicht geniigend charakterisiert. 

8) F. Ehrlich und K. Rehorst, Ber. 58, 1989, 1925. 
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gelungen war, den Saurekomplex von den tibrigen Kohlenhydraten 
des Pektinmolekiils loszulésen. Durch Spaltung mit Alkali odernoch 
besser mittels verdiinnter Salzsiure unter bestimmten Bedingungen 
wurde aus wasserléslichem Pektin (Hydropektin) eine zuckerfreic. 
schwer lésliche Substanz von ausgesprochen saurem Charakter erhalten, 
die sich als ein polymeres Anhydrid der d-Galakturonsdure von der 
Formel (C,H,,0,—H,0) x erwies. Diese vorliufig Polygalakturonsdure 
genannte Verbindung, die Fehlingsche Lésung nicht reduziert, zeichnet 
sich besonders durch ihr sehr hohes Drehungsvermégen [a],, = + 272 
bis + 285° aus. Sie ist in Wasser schwer, in Salzsiure ganz unldéslich, 
liefert wasserlésliche Alkalisalze und gibt mit Metallsalzen dicke flockige 
Niederschlige. Besonders eigentiimlich ist das Verhalten ihrer Erd- 
alkalisalze, die sich in Form von wasserklaren steifen Gallerten ab. 
scheiden. 

Eine Saéure von ahnlichem Charakter wie die Polygalakturonsiure, 
aber anscheinend in weniger reiner Form, hat offenbar schon v. Fellenberg 
in Handen gehabt. Er erhielt sie bei der Alkalihydrolyse des Methylesters 
,,Pektin** und betrachtete sie als ein vollkommen verseiftes ,,Pektin‘*, das 
er mit dem Namen ,,Pektinséiure‘* bezeichnete. Nach Kenntnis der ersten 
Arbeiten F.Ehrlichs iiber die Galakturonséiure glaubte v. Fellenberg') 
annehmen zu miissen, daB seine ,,Pektinséure‘ eine sehr hochmolekulare 
Verbindung mit acht Carboxylgruppen darstellt, die er sich durch Zusammen- 
schluB von 2 Mol. Arabinose, 1 Mol. Methylpentose, 1 Mol. Galaktose 
und 8 Mol. Galakturonséure unter Austritt von 10 Mol. H,O und An- 
fiigung von 2 Mol]. H,O als Konstitutionswasser entstanden dachte. Er 
gab der ,,Pektinséiure‘‘ dementsprechend die komplizierte Bruttoforme! 
Crp Hyg Ogg Oder Cy. HygO;.(COOH),. 

Die weiteren Arbeiten F. Ehrlichs®), deren Resultate durch unsere 
folgenden Untersuchungen bestitigt werden, haben dann gezeigt, dali 
der Polygalakturonsiiure und ebensowohl auch der ,,Pektinsiure” 
v. Fellenbergs eine wesentlich einfachere Konstitution zukommt. 

Durch laingeres Kochen mit verdiinnten Sauren oder schneller 
unter Druck lieBen sich aus der Polygalakturonsdure, ohne dab eine 
Zunahme der Gesamtaciditét erfolgte, stark reduzierende. Lisung” 
von schwacher Rechtsdrehung erhalten, die nur Galakturonsdure und 
nebenher keine Spur von irgendwelchen Kohlenhydraten onthielten. 
Durch Reinigung iiber das Bariumsalz war daraus zum erstenma! 
kristallisierte d-Galakturonsdure zu gewinnen. Elementaranalysen, 
Molekulargewichts- und Aciditatsbestimmungen gaben iibereinstimmend 
das wichtige Resultat, daB die Pclygalakturonsiure aus Pektin als 
dimeres Anhydrid der d-Galakturonsdure zu betrachten ist, das einem 


1) Diese Zeitschr. 85, 45, 1918. 
2) Die betreffenden Arbeiten erscheinen demniachst ausfiihrlicher in 
den Ber. d Deutsch. Chem. Ges. 
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ZusammenschluB von 2 Molekiilen d-Galakturonsdéure unter Austritt 
von 2 Molekiilen H,O seine Entstehung verdankt, indem die Aldehyd- 
gruppen beider Molekiile mit Hydroxylgruppen wechselseitig in Bindung 
getreten sind, analog den ahnlichen Verhialtnissen im Komplex der 
Biosen, wahrend die beiden Carboxylgruppen frei auftreten. Die Ver- 
bindung wurde daher als Digalakturonsdure bezeichnet und ihr die 
Formel C,,H,,0,. oder C,9H,,O,(COOH), zuerteilt, die mit ihrem 
ganzen chemischen Verhalten durchaus iibereinstimmt, was auch durch 
Analyse von Salzen dieser zweibasischen Siure zu beweisen war. Es 
handelt sich hier offenbar um einen ganz neuen, bisher nicht bekannt 
gewordenen T'ypus von Kohlenhydratverbindungen, die als carborylierte 
Biosen oder Disaccharide aufzufassen sind. 

In den Mutterlaugen der mittels Salzsiiure aus Hydropektin ab- 
zuscheidenden Digalakturonsdiure a hat dann F. Ehrlich noch eine 
zweite Anhydridsiure der Galakturonsiure aufgefunden. Sie unter- 
scheidet sich von der ersteren durch ihre leichte Léslichkeit in Wasser 
und in Salzsiure sowie durch ein etwas geringeres Drehungsvermégen 
[a]p = + 240°, zeigt aber im tibrigen ahnliche Eigenschaften und die 
gleiche Bruttozusammensetzung einer zweibasischen Saure_ ent- 
sprechend der Formel C,,. H,,0,. oder C,)H,,0O,(COOH),. Es handelt 
sich hier offenbar um eine der obigen Séure isomere Verbindung, die 
als Digalakturonsdure b bezeichnet wurde und aus der ebenfalls durch 
Saurehydrolyse kristallisierte d-Galakturonsdure zu gewinnen war. 

Die friiher in der Pektinséure vermutete!) Galaktose-Galakturon- 
siure von der aus vereinzelten Analysenergebnissen angenommenen 
Formel C,H,,0, + CgH,,.0;, — H,O = C,,H,,0,, scheint dagegen 
nicht zu existieren. Eingehende Untersuchungen haben gezeigt, dab 
es sich hierbei offenbar um zufallige Gemische von Digalakturonsiure b 
mit Galaktarresten aus nicht vollstandig zersetzter Pektinsiiure ge- 
handelt hat. ‘ 

Durch die weiteren Ergebnisse der Arbeiten F. Ehrlichs hat dann 


‘euch der Begriff der ,, Pektinstoffe“ an und fiir sich wesentliche Wandlung 


erfahren. Nach dem Vorbild friiherer Forscher, besonders von T'ollens 
sowie Bourquelot?) und Hérissey, betrachtete man bis dahin allgemein 
als ,,Pektin“ die in Form flockiger Niederschlige erhaltene Substanz, 
die man gewinnt, wenn man aus Pflanzenteilen zunichst alle alkohol- 
lislichen Bestandteile mit Alkohol extrahiert, den Pflanzenriickstand 
mit Wasser unter Druck erhitzt und die resultierende Lésung mit 
iiberschiissigem Alkohol unter Zusatz von Salzsiure fallt. Bei allen 
diesen Verfahren war iibersehen worden, daB in dem Alkoholfiltrat 


1) F. Ehrlich, H. Gaertner, a.a. O. 
2) Journ. Pharm. Chim. 7, 473; Chem. Centralbl. 1898, IT, 20. 
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in merkbaren Mengen eine alkohollésliche Verbindung, ein Anhyiirid 
der Arabinose, Araban genannt, verloren geht, das offenbar einen 
wesentlichen Bestandteil des urspriinglichen wasserunléslichen Pflanzen. 
pektins bildet. F. Hhrlich behilt den Namen Pektin fiir die in kalten 
Wasser unlésliche Ursprungssubstanz in den Pflanzen bei. Nach seiner 
Auffassung mu8 man annehmen, daB dieses Pektin durch kochendes 
Wasser, besonders schnell unter Druck, in der Weise in Lésung geht, 
daB es hydrolytisch unter Wasseraufnahme in zwei schon in kaltem 
Wasser lisliche, von einander sehr verschiedenartige Verbindungen 
zerlegt wird, deren Gemisch er als Hydropektin bezeichnet. Man ve. 
winnt dieses wasserlésliche Hydropektin in Form von gelblichen bis 
braunlichen gelatineartigen Blittern, die ein reversibles Kolloid bilden, 
wie zuerst am Beispiel der Riibe gezeigt wurde, sehr einfach dadurch, 
daB man die wasserigen Pektinextrakte direkt zur Trockne verdampit. 
Das Hydropektin aus Zuckerriiben erwies sich als ein Gemenge von 
linksdrehendem Araban und einem rechtsdrehenden Calcium- Magnesium. 
salz der Pektinsdure, einer Estersiure. Durch Extraktion mit 70proz. 
Alkohol, in dem das Araban schon in der KAlte leicht léslich ist, lieben 
sich beide Verbindungen glatt voneinander trennen. In dem urspriing- 
lichen Pektin der Zuckerriibe sind dagegen offenbar Araban und Calcium. 
Magnesiumpektinat miteinander vereinigt in Form einer Verbindung 
vorhanden, die durch heiBes Wasser bereits in die beiden Komponenten 
gesprengt wird. Das geht auch schon daraus hervor, dai 
direkt aus dem Riibenmark mit verdiinntem Alkohol Araban nich 
extrahierbar ist. 

Aus dem Salz der Pektinsiure gewinnt man durch Lésen in 
Wasser und Fallen mit Alkohol und Salzsiure die Pektinsdure selbst 
in Form einer dicken farblosen Gallerte, die bei weiterer Reinigung 
und beim Behandeln mit Alkohol und Ather schlieBlich zu einem farb- 
losen lockeren Pulver von minimalem Aschegehalt zusammentrocknet. 
Die Pektinsdure, die schwachen, aber deutlichen Saurecharakter besitzt, 
lést sich leicht in Wasser und zeigt eine spezifische Drehung von 
[a]p = +130 bis + 230°. Sie ist aus wisseriger Lésung mit Alkohol, 
aber auch mit Bleiessig und vielen Metallsalzen fallbar und scheinbar 
identisch mit der Substanz, die man bis dahin als ,,Pektin“ bezeichnet 
hat (v. Fellenberg). Es erscheint aber im Zusammenhang mit dem, 
was oben iiber das Pektin gesagt wurde, zweckmaBiger, diese Ver- 
bindung Pektinsdure zu benennen, da sie dem urspriinglichen Pektin, 
von dem sie ein Spaltprodukt ist, chemisch noch sehr nahe steht, aber 
eine deutlich titrierbare Siaiure ist. Wie im folgenden des Naheren 
gezeigt wird, enthalt die Pektinsdure an Bestandteilen auBer dem 
esterartig gebundenen Methylalkohol und dem betrachtlichen Komplex 
der Galakturonsdure noch die beiden Kohlenhydrate d-Galaktose vw 
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|.Arabinose und schlieBlich die Hessigsdure, die hier als regelmabBiger 
Baustein der Pektinstoffe neu aufgefunden wurde. Es ergibt sich 
folgerichtig, wie bereits oben erwahnt ist, daB die aus der Pektinsdure 
durch Séure- oder Alkalihydrolyse herausgesprengte zuckerfreie An- 
hydro-Galakturonsaure besser mit ihrem aus der Konstitution folgenden 
chemischen Namen Digalakturonsdure bezeichnet wird. 

Die nachstehenden Untersuchungen bringen eine weitere Er- 
ginzung und Bestatigung der friiheren Befunde F. Zhrlichs und liefern 
neues Material zur Frage der Chemie der Pektinstoffe. Sie beschaftigen 
sich in erster Linie mit der Aufarbeitung des Arabans und der Pektin- 
sdure sowie ihrer Spaltprodukte, und geben zum ersten Mal am Beispiel 
der Zuckerriibe einen annihernd vollstindigen Uberblick iiber die 
qualitative und quantitative Zusammensetzung der Pektinstoffe einer 
Pflanze. 


Als Ausgangsmaterial fiir die folgenden Untersuchungen dienten 
anfangs frische Zuckerriiben, spater allgemein Riibentrockenschnitzel 
aus Zuckerfabriken in der Art, wie sie in der Landwirtschaft als wert- 
volles Futtermittel benutzt werden. Die frischen Riiben wurden zu 
feinem Brei zerrieben und aus diesem durch Ausziehen mit kaltem 
Wasser, Alkohol und Ather und Trocknen an der Luft méglichst zucker- 
freies Riibenmark hergestellt. Die Trockenschnitzel waren im Betriebe 
der Zuckerfabriken entzuckert und mittels Feuergasen getrocknet. 

Zur méglichst zweckmaBigen Gewinnung von Pektin aus Riiben 
wurde zunichst eine groBe Zahl von Auslaugeversuchen mit Wasser 
von verschiedenen Temperaturen angestellt und die dabei erhaltenen 
Extrakte auf Drehung, Léslichkeit usw. untersucht. Das Riibenmark 
und die Trockenschnitzel enthalten stets noch deutliche Mengen von 
Zucker und Saftbestandteilen, die am besten durch mehrmaliges Aus- 
ziehen mit Wasser von 55 bis 60° zu entfernen sind, wobei das Pektin 
noch nicht in Lésung geht. Gegeniiber der Methode von Bourquelot 
und Hérissey kann man durch dieses Verfahren betrachtliche Mengen 
Alkohol ersparen. Wenn man dann die Temperatur des Wassers auf 
80° steigert, wird Pektin bereits merkbar léslich gemacht und in Hydro- 
pektin iibergefiihrt. Kochendes Wasser von 100° beschleunigt diesen 
ProzeB sehr wesentlich. Durch fiinf- bis sechsmaliges mehrstiindiges 
Auskochen mit der 15- bis 20fachen Menge Wasser wird aus entzuckertem 
Riibenmark oder Riibenschnitzeln die Hauptmenge Hydropektin in 
Mengen bis zu 25 bis 30 Proz. der lufttrocknen Riibensubstanz gewonnen. 
Doch bedarf es zur vollstandigen Erschépfung einer noch viel langer 
fortgefiihrten Auskochung mit hiaufig erneuertem Wasser. Durch 
Kochen mit Wasser unter Druck auf 1 bis 2 Atm. kann man die Léslich- 
machung des Pektins noch wesentlich stirker beschleunigen und 

18* 
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wirksamer machen'). Hierbei werden aber infolge partieller Zersetz ung 
bereits ziemlich dunkelbraun gefirbte Extrakte und entsprechend 
denaturierte Priparate erhalten. Unter Zuhilfenahme des Uberdrucks 
laBt sich mit heiBem Wasser etwa die Hilfte der Trockensubstanz des 
Riibenmarks aus Riiben oder Trockenschnitzeln in Lésung bringen. 

Durch Verdampfen der auf diese Weise erhaltenen wisserigen Aus. 
ziige gewinnt man das Hydropektin in Form einer gelb- bis dunkel. 
braunlichen blittrigen Masse. Mit 70proz. Alkohol schon in der K alte, 
schneller beim Erwirmen, la8t sich aus dem Hydropektin dias Araban 
auslaugen, wahrend das Calciwm-Magnesiumsalz der Pektinsdure wn. 
gelést zuriickbleibt. Es lieB sich von neuem bestatigen, daB unter diesen 
selben Bedingungen aus der urspriinglichen Riibensubstanz des Markes 
und der Schnitzel mit Alkohol Araban nicht zu extrahieren ist, auch 
wenn noch so lange mit Alkohol gekocht wird. Es kann sich also bei 
dem Araban nicht etwa um ein Pentosan handeln, das zufallig neben 
dem Pektin in der Riibenwurzel vorhanden war. Auch sind alkohol- 
lésliche Pentosane bisher nicht bekannt geworden. Vielmehr ist in 
Bestitigung friiherer Ergebnisse, die auch bei Pektinstoffen anderer 
Pflanzen erhalten wurden, anzunehmen, daB in dem urspriinglichen 
Pektin, das sich wasserunléslich im Zellgeriist der Riibenwurzel befindet, 
Araban mit dem pektinsauren Salz vereinigt in einer lockeren, bereits 
durch heiBes Wasser sprengbaren Bindung vorliegt. Ein weiterer 
wichtiger Beweis fiir diese Anschauung ergibt sich daraus, da} im 
Hydropektin die beiden Komponenten immer anndhernd in denselben 
Mengenverhdltnissen vorhanden sind. Bei verschieden durchgefiihrten 
Auslaugungen wurden regelmaBig im Hydropektin etwa 25 bis 35 Proz. 
Araban und 65 bis 75 Proz. Calewum-Magnesiumsalz der Pektinstiure 
gefunden. 


Araban. Die alkoholischen Auslaugungen des Hydropektins ergeben 
im Vakuum zur Trockne verdampft, einen braunlichen, etwas hygro- 
skopisehen Riickstand, das Roharaban. Dieser Kérper besitzt ein 
spezifisches Drehungsvermégen von durchschnittlich [a], = — 105°, 
reagiert gegen Lackmus sauer und ist aschehaltig. Fehlingsche Léisung 
wird deutlich, wenn auch schwach, reduziert. DaB es sich bei dieser 
Substanz tatsichlich um Anhydride der Arabinose handelt, zeigt dic 
Furfuroldestillation mittels Salzsiure nach Tollens, die einen Gehalt 
von ungefihr 90 Proz. Pentose angibt. Schon durch kurzes Kochen 
mit verdiinnter Schwefelsiure wird das Araban vollkommen hydro- 
lysiert, und es JaBt sich kristallisierte l-Arabinose bis zu 90 Proz. des 
angewandten Roharabans gewinnen. 


1) Dieses Verfahren kann zur Gewinnung von Klebstoffen aus Riiben- 
schnitzel dienen. F. Ehrlich-Kutzner, D. R.-P. Nr. 384772 (11. April 1917). 
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Als verunreinigender Bestandteil sind in dem Roharaban noch 
geringe Mengen Pektinsiure und Saponinsubstanzen enthalten, deren 
Ubergang in die alkoholischen Extrakte des Hydropektins sich nicht 
vermeiden 14Bt. AuBerdem sind dem Roharaban Salze der Essigsiure 
beigemengt. Wie weiter unten beschrieben wird, gelang es, im Laufe 
der Arbeiten einen neuen Bestandteil der Pektinsdure, die Essigsdure, 
aufzufinden. Diese wird nun schon in geringem MaBe bei dem Aus- 
laugen des Pektins aus dem Riibenmaterial durch die hydrolysierende 
Einwirkung des Wasser abgespalten und geht als alkohollésliches Salz 
bei dem Auslaugen des Hydropektins mit 70proz. Alkohol mit in die 
alkoholische Arabanlésung. 

Das Roharaban wurde zur Befreiung von den oben genannten 
Beimengungen mit Alkohol verschiedener Konzentrationen fraktioniert 
ausgekocht. 

Hierbei lassen sich Substanzen erzielen, die nicht so sauer reagieren 
und ebenfalls nicht in dem Mafe reduzieren wie das Roharaban. Es 
sind gelb bis braun gefirbte, amorphe Kérper, die zum Teil hygro- 
skopisch sind. 

Entsprechend der gréBeren Reinheit erhéhte sich auch das spezi- 
fische Drehungsvermégen dieser Priparate von [a], = — 60° auf- 
steigend bis zu [a], = —173°. Ebenso zeigte die Furfurolsalzsiure- 
destillation einen héheren Pentosengehalt, nimlich bis zu 93 Proz. 
des Arabans, an. 

Aus den Untersuchungen geht hervor, daB es sich bei dem Araban 
um ein Gemisch von verschiedenen Anhydriden der Arabinose handelt. 
Verbrennungsanalysen einzelner Arabane liefern Werte, die ungefahr 
einer Zusammensetzung 2C,H,,O,— H,O und 3C, H,,0, — 2 H,O 
entsprechen. Molekulargewichtsbestimmungen durch Gefrierpunkts- 
erniedrigung ergaben mit der MolekulargréBe dieser Formeln annahernde 
Ubereinstimmung. 

AuBer diesen Kérpern lie®B sich aber noch ein Araban isolieren, 
das analog dem zuerst von F.Xhrlich aus Riibenmark erhaltenen 
Araban eine Zusammensetzung von (C,;H,)»0, — H,O)2 zeigte, also 
vielleicht einer MolekulargréBe von 2 C,H, 0; — 2 H,O entspricht. 
Dieses Araban wies allerdings eine ganz besonders hohe, bisher nicht 
beobachtete spezifische Drehung von [a], = —173° auf, wahrend 
F. Ehrlich bei seinem Priparat eine Drehung von nur — 76,9° gefunden 
hatte. Es scheint, daB auch hier wieder Unterschiede in der Molekiil- 
gréBe Ursache der beobachteten Differenz sind. 

Offenbar wirkt die hohe Heiztemperatur bei der Trocknung der 
Riibenschnitzel im Fabrikbetrieb im Verein mit dem verdampfenden 
Wasser schon hydrolysierend auf die Pektinsubstanz, insbesondere auf 
die Arabankomponente ein, so daB8 in den Fabriktrockenschnitzeln 
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schon partiell gespaltenes Araban vorliegt. Daher erklart sich woh| 
daB Gemische verschiedener, so stark in ihrer Zusammensetzungy 
Drehung und Reduktionsfihigkeit abweichender Arabane in dey 
Roharaban aus Schnitzeln enthalten sind. 

Da die durch fraktioniertes Auskochen oder Ausfillen mit Alkoho| 
erhaltenen Arabanpriiparate immer noch schwach sauer reagieren und 
ein geringes Reduktionsvermégen zeigen, wurde auch der Weg cin. 
geschlagen, das Roharaban in wisseriger Lésung mit Calcium-, Barium. 
oder Bleicarbonat oder auch mit Kalk- oder Barytwasser zu behandeln, 
in der Hoffnung, die entsprechenden Salze der verunreinigenden Sauren 
besser abtrennen zu kénnen. Aber auch dieser Weg brachte keine weiteren 
Erfolge, da die Léslichkeitsverhiltnisse zu wenig verschieden waren 

UlWlk*) gibt an, aus dem Riibenmark durch Behandeln mit Kalk au 
sehr umstandlichem Wege ein nicht in Alkohol lésliches Araban in Form 
eines weiBen, amorphen Kérpers von neutralem Charakter und ohne 
Reduktionsvermégen erhalten zu haben. Ein derartiges Araban konnte 
jedoch aus dem Hydropektin nicht gewonnen werden. 

In dem Araban war auber dem Arabinosebestandteil kein anderes 
Kohlenhydrat aufzufinden. 

Da dem Araban chemisch verwandte Kérper, wie Gummi arabicum 
oder Tragantgummi bei der Hydrolyse teilweise auBber Arabinose noch 
Galaktose liefern, lag es nahe, auch in dem Araban Galaktose zu vermuten. 

Auch v. Lippmann*) berichtet von einer gummiartigen Aus. 
schwitzung an Zuckerriiben, die bei der Hydrolyse mit verdiinnten 
Sauren Arabinose und Galaktose liefert, und die er deswegen als Galakto. 
Araban auffaBt. 

Bei den vorliegenden Arbeiten ist aber Galaktose in dem hydro- 
lysierten Araban nicht gefunden worden, weder durch die Schleimsiure. 
reaktion noch durch die Girung. Auch die Umsetzung mit Hydrazinen 
lieferte nur Arabinosederivate, nicht aber solche der Galaktose. 

Die vollkommene Hydrolyse des Arabans gelingt leicht durch 
Erhitzen mit verdiinnter Schwefelsiure. Man gelangt hierbei zu reiner 
kristallisierter l-Arabinose in Mengen bis zu 90 Proz. des angewandten 
Arabans. 

AuBer durch die Verbrennungsanalyse und die spezifische Drehung 
wurde die Arabinose auch durch Hydrazone, wie das Diphenyl- und 
Benzylphenylhydrazon, niaher charakterisiert. Durch den Schmelz- 
punkt, die spezifische Drehung und die Stickstoffbestimmung wurden 
diese als Arabinosederivate erkannt. 


1) Osterreichisch-Ungarische Zeitschr. f. Zuckerindustrie 28, 268; 
vgl. v. Lippmann, Kohlenhydrate, 3. Aufl., S. 58. 
2) Ber. 28, 3564, 1890. 
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Die totale Aufspaltung zur Pentose scheint bei dem Araban aus 
Pektin wesentlich leichter und schneller zu erfolgen wie bei anderen, 
friher beschriebenen Pentosanen aus Pflanzen, sie gelingt auch schon 
beim Kochen mit verdiinnten organischen Saéuren, z. B. | proz. Oxalséure. 

Tollens') berichtet von einer durch Hydrolyse der Riibenschnitzel 
gewonnenen Arabonsiure. Diese war jedoch aus Hydropektin nicht 
zu erhalten. 

Da sich in der Pektinsdure, wie spiter gezeigt wird, Essigsiure 
nachweisen lieB, wurde auch das Araban auf diese Siure untersucht. 
Bei der Wasserdampfdestillation der angesdiuerten Arabanlésung 
konnten aber nur geringe Mengen von Essigsaure festgestellt werden. 
Offenbar ist diese Essigsiure durch die hydrolytische Einwirkung des 
Wassers bei der Auslaugung des Pektins aus dem Riibenmaterial teil- 
weise aus der Pektinsiure abgespalten worden und bei der Auslaugung 
des Hydropektins mit in die alkoholische Lésung und somit in das 
Araban gelangt. 

Im Zusammenhang hermit wurden Kérper, die dem Araban 
chemisch nahe stehen, ebenfalls auf Essigsiure untersucht. Bei Gummi 
arabicum fiel die Untersuchung negativ aus, wahrend im T'ragantgummi 
geringe Mengen, etwa 2,3 Proz. Essigsdure, nachgewiesen werden konnten. 

Um das Araban naher zu charakterisieren, wurde auch versucht, 
Benzoylderivate desselben herzustellen. Man gelangt hierbei jedoch 
nur zu Produkten sirupéser oder gummiartiger Beschaffenheit. 

Die Acetylierung liefert feste, gelbbraune amorphe Kérper, die 
indes nicht naher untersucht wurden. Ihr Acetylgehalt scheint darauf 
hinzudeuten, daB Produkte vorliegen, die pro Mol Arabinose 2 Mol 
Essigsiure gebunden enthalten, entsprechend der Formel eines Di- 
aetyl-mono-anhydro-Arabans [(C;H,O;—H,0) . (CH,CO),) 2. 

Offenbar ist das Araban urspriinglich ein neutraler und nicht 
oder nur schwach reduzierender Kérper, der lediglich aus Anhydriden 
der l-Arabinose besteht und gebundene Saurekomplexe, wie sie spater 
in der nachher beschriebenen Pektinsiure gefunden wurden, nicht 
aufweist. Da® das extrahierte Araban zumeist mehr oder minder 
schwach saure Reaktion zeigt, erklart sich einmal durch Verunreini- 
gungen mit Essigsiure, die schon bei Behandlung des Riibenmarks 
mit heiBem Wasser, in starkerem MaBe bei der Trocknung der Riiben- 
schnitzel mit Feuergasen durch hydrolytische Einwirkung aus der 
zweiten Komponente des Hydropektins, dem Calcium-Magnesiumsalz 
der Pektinséure, abgespalten werden kann. Andererseits kénnen auch 
geringe Mengen von Pektinsiure, die in den aikoholischen Araban- 
extrakt mit tibergegangen sind, die scheinbare Aciditaét bedingen. 


1) Ber. 36, 3321, 1903; 48, 1649, 1911. 
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DaB aus Trockenschnitzeln im allgemeinen Praparate des Ara!) 
von gréBerer Reduktionskraft erhalten wurden als bei dem Ara)ay 
aus schonend behandeltem Riibenmark, erklart sich ebenfalls dar. 
daB bei den héheren Temperaturen des Trocknens die hydrolytisch: 
Wirkung des Wassers und der Essigsiure zu weiterer Aufspaltwuny 
des Arabanmolekiils gefiihrt hat. 

Im allgemeinen wird man das Araban als ein Gemisch verschiedene: 
Arabinoseanhydride zu betrachten haben, dessen Zusammensetzung + 
nach der Vorbehandlung des Pflanzenmaterials und vielleicht auch 
je nach dem Alter und physiologischen Zustand der Riibenwurze| 
gewissen Schwankungen unterliegen kann. 

Jedenfalls scheint aus den Untersuchungen mit Sicherheit hervor. 
zugehen, daB die Metapektinsdéure Fremys und auch die Arabinsiur: 
Scheiblers, die spiiter auch von anderen Forschern angenommen wurden. 
tatsachlich nicht existieren, sondern als Gemische des in den vorliegender 
Untersuchungen isolierten Arabans mit Essigsdéure und Resten von 
Pektinsdure anzusehen sind. 

Pektinsdure. Die andere Komponente des Hydropektins, der in 
70proz. Alkohol unlésliche Anteil, ist eine rechtsdrehende Verbindung, 
die als das Calcium-Magnesiumsalz einer Saure, der Pektinsiure, auf. 
zufassen ist. 

Anfangs eine graubraune, blitterige Masse, kann das Calcium. 
Magnesiumsalz durch wiederholtes Lésen in Wasser und Ausfillen mit 
Alkohol als eine rein weiBe Substanz erhalten werden. Beim Lésen in 
Wasser quillt das Salz erst gallertartig auf und geht dann voll- 
kommen in Lésung. Das aus Riibenschnitzeln hergestellte Calcium. 
Magnesiumsalz ist praktisch neutral und besitzt ein spezifisches 
Drehungsvermégen') von durchschnittlich [a], = + 130°. 

Das aus Riibenschnitzeln hergestellte pektinsaure Salz enthielt 
durchschnittlich 5,7 Proz. Carbonatasche. 

DaB es sich hierbei nur um ein Calcium-Magnesiumsalz handelt, 
beweist die Aschenanalyse, die etwa 60 Proz. Calcium und 40 Proz. 
Magnesium neben geringen Mengen von Kieselsiure, Aluminium und 
Eisen ergibt. 

Der Methoxylgehalt des Salzes, nach der Methode von Zeisel- 
Fanto-Stritar bestimmt, betragt ungefahr 6,3 Proz. CH,0O. 

Die freie Pektinsdéure ist aus der wiisserigen Lésung des Salzes 
leicht durch Ansiuern mit Salzsiiure und Ausfallen mit Alkohol zu 
erhalten. Die Pektinsiure fillt in farblosen bis gelblichen gallert- 
artigen Flocken aus und kann durch nochmaliges Umfillen mit Alkohol 


‘) Ein nebenher aus Feigenpektin nach analogem Verfahren herge- 
stelltes Ca-Mg-Salz der Pektinséure zeigte [a]p = + 140°. 
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und darauf folgende Behandlung mit Alkohol und Ather als ein schnee- 
weibes Pulver mit einem minimalen Aschengehalt von ungefihr 0,4 Proz. 
gewonnen werden. Die Saure besitzt ein spezifisches Drehungsvermégen, 
das bei verschiedenen Praparaten von etwa [a], = + 113° bis + 164° 
schwankte. Die Drehung kann sich aber auch erhéhen bis auf [a], 
= +220° und mehr, wenn bei der Darstellung der Saure aus dem 
Calcium-Magnesiumsalz konzentriertere Salzsiure lingere Zeit darauf 
eingewirkt hat, was zu weitergehender Spaltung fihrt. 

Der Methoxylgehalt der Pektinsiure, nach der Methode von 
Zeisel-Fanto bestimmt, wurde zu 6,5 bis 6,9 Proz. CH,O gefunden. 
Die Abspaltung des Methylalkohols erfolgt schon durch schwache 
Alkalien in der Kilte. v. Fellenberg und F. Ehrlich geben den Methoxyl- 
gehalt in der Pektinsiure zu 9 Proz. an, wihrend bei den vorliegenden 
Arbeiten im Maximum nur 6,9 Proz. Methoxyl gefunden wurden. 
Diese Differenz scheint an der Verschiedenheit des Ausgangsmaterials 
zu liegen. F. Ehrlich benutzte Riibenmark oder frische Riibenschnitzel, 
die noch nicht héheren Temperaturen ausgesetzt waren, wahrend bei 
den vorliegenden Untersuchungen ausgelaugte Schnitzel verwendet 
wurden, die in der Trocknungsanlage der Zuckerfabrik durch Feuergase 
getrocknet waren. Diese hohe Temperatur, die vermutlich auch die 
Arabankomponente angegriffen hat, scheint ebenfalls die Pektinsaure 
teilweise verindert zu haben, indem eine partielle Methoxylabspaltung 
stattgefunden hat. 

Die Abspaltung des Methylalkohols aus der Pektinsiure kann 
auch, wie v. Fellenberg gezeigt hat, auf biochemischem Wege erfolgen. 
Durch Vergirung von pektinhaltigen Fruchtsiften konnte er den 
Methylalkohol in freier Form nachweisen, wahrend das Pektin in 
methoxylarme oder methoxylfreie Abbauprodukte verwandelt wurde. 

Im Verlaufe dieser Arbeit wurde ein Versuch angestellt, um die 
Einwirkung von Brennereihefe auf Hydropektin aus Riibenschnitzeln 
zu beobachten. Die aus diesem Garungsversuch gewonnene Pektinsaure 
hatte aber alle Eigenschaften und Konstanten der vorhin beschriebenen 
Pektinsiiure und ebenfalls denselben Methoxylgehalt. Die Brennerei- 
hefe scheint demnach auf Pektin nicht hydrolysierend zu wirken. 


Die Pektinsdure list sich in Wasser erst nach gallertartigem Auf- 
quellen und kann ihrem Saurecharakter entsprechend mit Alkalien 
gegen Lackmus oder Phenolphthalein als Indikator titriert werden. 
DaB es sich hier um eine verhaltnismaBig starke Pflanzensdure handelt, 
geht daraus hervor, daB 1 g Pektinsiure gegen Phenolphthalein durch- 
schnittlich 15 cem n/10 Natronlauge neutralisiert, und daB ihre Wasser- 
stoffionenkonzentration zu py = 3,8 gefunden wurde. 


Bemerkenswert ist der Befund von Essigsdure in der Pektinsdure. 
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In Pflanzenschleimen und anderen dem Pektin chemisch ver. 
wandten Kérpern ist das Vorhandensein von gebundener Essigsiiure 
bis jetzt nicht beobachtet worden. Man hat sie aber wohl im Lignin und 
gewissen Cellulosearten, vorzugsweise in der Cellulosesubstanz der 
Pilze*), dann aber auch im Grase und in Baumblattern nachgewiesen. 
Auberdem ist die Essigsiure in gebundener Form im Chitin und in 
der Chondroitinschwefelsiure der tierischen Knorpelsubstanz auf- 
gefunden worden. 


Es zeigte sich nun bei den nachstehenden Versuchen, da die 
Essigsdure als ein regelmdfiger wichtiger Bestandteil der Pektinstoffe 
zu betrachten ist. Sie ist nicht mit dem Araban, sondern mit der 
Pektinsiure verbunden in Form von Acetylgruppen, die durch Sauren 
und Alkalien, teilweise aber schon durch heifes Wasser abspaltbar 
sind. Die abgespaltene Essigsiure kann mit Wasserdampf abdestilliert 
und titrimetrisch bestimmt werden. Es wurde im Durchschnitt 
12,8 Proz. Essigstiure in der Pektinstiure gefunden. 

Nebenher entsteht bei der Spaltung der Pektinsiure mit Mineral- 
siuren Ameisensiure, die sich durch Zersetzung der Kohlenhydrate 
durch die Saureeinwirkung bildet. 


Wabhrscheinlich .ist der Gehalt an Essigsiure in der Pektinsaure 
noch héher zu veranschlagen, da durch die hydrolytische Einwirkung 
des heiBen Wassers beim Trocknen der Riibenschaitzel bereits ein 
kleiner Teil Essigsiure abgespalten ist, der sich dann, wie schon erwahnt, 
bei der Aufarbeitung des Arabans in freier Form oder in Salzen vor- 
findet®). : 

Neben dem Methylalkohol und der Essigsiure, die regelmaBige 
Bestandteile der Pektinsiiure aus Riiben bilden und darin in nicht 
unbetrachtlichen Mengen vorkommen, muBte sich das gréBte Interesse 
nunmehr den Kohlenhydratsubstanzen zuwenden, die als Haupt- 
bestandteil der Pektinsiure anzusehen sind. Die reine Pektinsiure 
gibt Reaktionen, die auf Pentosen, besonders Arabinose, und Hexosen, 
speziell Galaktose, hinweisen. 

Sie gibt stark positive Orcin- und Naphthoresorcinreaktion, liefert 
bei der Salzsiuredestillation Furfurol und bei der Oxydation mit 
Salpetersiiure Schleimsiure. Aus den bisherigen Untersuchungen von 
F. Ehrlich war zu folgern, daB neben der Galaktose den Hauptbestand- 


1) v. Winterstein, Zeitschr. f. physiol. Chem. 19, 521, 1894. 

2) Als unsere Versuche bereits im wesentlichen abgeschlossen waren, 
erschien neuerdings eine Arbeit von Smolenski, referiert im Chem. Centralb!. 
1924, 2140, auf Grund deren in der Pektinséure ein Gehalt von 11,5 Proz. 
Essigsiure angenommen wird. In dem betreffenden Referat ist allerdings 
nicht ersichtlich, wie der Autor die Essigséiure quantitativ bestimmte. 
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teil der Molekiils der Pektinsiure die Galakturonsdure beansprucht. 
Darauf deuten auch die erwahnten Reaktionen hin. Es war aber bisher 
nocht nichts tiber die quantitative Zusammensetzung in dieser Hinsicht 
bekannt. 

Auch lieB sich nichts Sicheres tiber die Menge und Art der neben 
der Galakturonsiure im Pektinsiuremolekiil vorhandenen Kohlen- 
hydrate aussagen, besonders ob nur Galaktose und nicht etwa noch 
andere Zuckerarten, wie Methylpentosen!), vorhanden waren. 

Die Galakturonséure ist von F. Ehrlich in Form von Digalakturon- 
siure a und b und in Form der monomolekularen d-Galakturonsaure 
isoliert worden mit Hilfe besonders abgestufter Hydrolysen, die haupt- 
sichlich direkt mit dem Hydropektin vorgenommen wurden. Es war 
dabei so verfahren worden, da zunichst aus Hydropektin durch 
Hydrolyse mit verdiinnter Salzsiure Digalakturonsaure a und aus deren 
Filtrat mit Alkohol Digalakturonsiure b abgeschieden wurden, die 
dann nach weiterer Reinigung jede fiir sich bei Spaltung mit verdiinnter 
Schwefelsiure unter hohem Druck die kristallisierte d-Galakturonsaure 
lieferten. 

Es wurde nun zunachst versucht, diesen Kérper aus der Pektin- 
siure selbst darzustellen und seine Ausbeute durch ein schonenderes 
Verfahren der Saurespaltung zu verbessern. Es zeigte sich, daB man 
tatsachlich dieselbe d-Galakturonsdure auch schon durch etwa l5stiindiges 
Kochen mit 2proz. Schwefelsiure bei gew6hnlichem Druck gewinnen 
kann. Durch Neutralisation mit Bariumecarbonat erhalt man dann 
das Bariumsalz, aus dem sich durch Zusatz der berechneten Menge 
Schwefelsiure die freie Saure herstellen l4Bt. Durch Auskochen der 
eingedampften Lésung mit Alkohol und Eindampfen der alkoholischen 
Fliissigkeit zum Sirup kann man zu kristallisierter Galakturonsaure 
gelangen. 

Es wurde so in einem Falle aus 16 g Pektinsaure 1,1 g reine kristal- 
lisierte Galakturonsiure mit den friiher beschriebenen Eigenschaften 
gewonnen. Die geringe Ausbeute an kristallisierter Substanz erklart 
sich daraus, daB es sich auch bei diesem Verfahren ebenso wie bei 
allen anderen nicht vermeiden laBt, da8 wesentliche Substanzmengen 
Zersetzung zu einem alkoholléslichen, braunlich gefarbten, sirupartigen 
Kérper erleiden, der Fehlingsche Lésung schon in der Kalte stark 
reduziert und noch die Orcinreaktion gibt. 

Das zuniachst erhaltene Bariumsalz der Galakturonsaure zeigte 
eine spezifische Drehung von [a], = + 32,6°. Die daraus frei gemachte 
Galakturonsaure kristallisierte aus dem anfangs erhaltenen Sirup sehr 
bald in feinen, nadelférmigen Kristallchen vom Schmelzpunkt 159°, 


1) v. Fellenberg, a. a. O. 


~ tt ho ee oe > « 
du nil © 2 


278 F. Ehrlich u. R. v. Sommerfeld : 


iibereinstimmend mit der friiher von F. Zhrlich isolierten Galakturoy. 
siure. Wie diese zeigte sie auch, aus Alkohol umkristallisiert, Muta. 
rotation mit einer Anfangsdrehung von [a], = + 80° bis zu einer 
Enddrehung [a], = + 53,3°, wiahrend F. Fhrlich anfangs eine Muta. 
rotation im umgekehrten Sinne gefunden hatte, von [a], = + 30° bis 
zu der Enddrehung [a], = + 53,4°. 

Die Mutarotationen der kristallisierten Substanz deuten darauf 
hin, daB ahnlich wie bei den einfachen Kohlenhydraten und wie im 
Falle der d-Glykuronsiure!) auch in der d-Galakturonsdéure Gemische 
eines a- und £B-Stereoisomeren vorliegen, deren Mengenverhiltnis 
offenbar je nach der Darstellungsweise und je nach der Art des Um. 
kristallisierens ein wechselndes sein kana. 

Die Galakturonsiure zeigt in Wasser saure Reaktion. Aus der 
Titration mit Natronlauge gegen Phenolphthalein ist zu folgern, dag 
die kristallisierte Saure in freier Form auftritt, nicht als Lacton, im 
Gegensatz zur Glucuronséure, aus deren Lésungen leicht das Lacton 
— Glucuron — kristallisiert. 

1g Galakturonsiure neutralisiert z. B. 52,1 cem n/10 Natronlauge, 
wahrend sich theoretisch 51,5 ccm n/10 Natronlauge dafiir berechnen. 
Die Saure gibt schon bei der Oxydation mit Brom in der Kilte reichliche 
Mengen Schleimsdure. 

Da das oben beschriebene praparative Verfahren mit groBen Ver- 
lusten verkniipft war, wurde versucht, eine quantitative Bestimmung 
der Galakturonsiure in der Pektinsaiure nach der Tollens-Lefévreschen 
Methode?) auszufiihren. 

Diese Forscher haben gezeigt, daB Glucuron durch Erhitzen mit 
12proz. Salzsaure in Furfurol und Kohlensiure gespalten wird. Aus 
der gefundenen Kohlensiuremenge berechnen sie zufolge der Gleichung: 

C,H,O, = C;H,O, + 2H,O + CO, 
Glykuron Furturol 
die Menge des vorhandenen Glykurons. 
Analoge Versuche im hiesigen Institut haben erwiesen, daB auch 
die Galakturonsaure quantitativ im Sinne der Gleichung: 
CgH,0, = C,;H,O0, + 3H,O + CO, 
Galakturonsaure Furturol 
gespalten wird. 

Eine quantitative Untersuchung nach diesem Verfahren ergab 
in der Pektinsdiure 64,8 Proz. d-Galakturonsdure, die demnach den iiber- 
wiegenden Teil des Pektinsiuremolekiils ausmacht. 


1) F. Ehrlich und K. Rehorst, a. a. O. 
2) Ber. 40, 4513, 1907. 
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Wendet man bei der Hydrolyse der Pektinsiure nicht so energische 
Mittel wie l5stiindiges Kochen mit 2proz. Schwefelsiure an, sondern 
\a8t 2proz. Salzsiure bei Wasserbadhitze mehrere Stunden auf Pektin- 
siure einwirken oder behandelt Pektinsiure einige Zeit in der Kilte 
mit Barytwasser, so wird diese nicht vollkommen bis zur monomole- 
kularen Galakturonsiure aufgespalten. Es entstehen vielmehr ahnlich 
wie aus Hydropektin zwei verschiedene Polygalakturonsduren, die in 
glykosidartiger Bindung mehrere Molekiile der freien Galakturonsiure 
enthalten. Zunichst scheidet sich in Mengen bis zu 40 Proz. der Pektin- 
siure, in Salzsiure unléslich und in Wasser schwer lislich, eine Di- 
galakturonsdure a ab, die mit der friiher beschriebenen*), aus Hydro- 
pektin erhaltenen, in ihren Eigenschaften im wesentlichen iibereinstimmt, 
bis auf einen Mehrgehalt von 1 Mol H,O. Sie besitzt demnach die 
Formel eines Hydrats der Digalakturonsdure a Cy.H,,0,..H,O und 
zeigt, im Vakuum bei 100° getrocknet, eine spezifische Drehung in 
neutraler Lésung von [a], = + 278°, wihrend die aus Hydropektin 
bereitete Digalakturonsiiure a C,.H,,0,9, im Vakuum bei 100° ge- 
trocknet, [a],, = + 285°, bei 110° an der Luft getrocknet, [a],, = + 272° 
aufwies. 

Aus dem Filtrat der zweibasischen a-Saure lie sich durch Fallen 
mit Alkohol eine in Wasser und Salzsiure leicht lésliche, ebenfalls 
zweibasische Digalakturonsdéure 6 von der gleichen Bruttoformel 
C1 Hyg, isolieren, die eine etwas niedrigere Drehung von [a], = + 247° 
zeigte, wie sie friiher auch aus Hydropektin hergestellt war. 

DaB es sich hier um dimolekulare Verbindungen mit zwei freien 
Carboxylgruppen handelte, ging aus der Analyse und der Molekular- 
gewichtsbestimmung ihrer Natriumsalze hervor. Die neutralen Natrium- 
salze beider Sauren zeigen eigentiimlicherweise dieselbe prozentische 
Zusammensetzung, die anscheinend der Formel Cyg Hy, OjgNa, . H,O 
entspricht. Doch handelt es sich tatsichlich um zwei verschiedene 
Verbindungen, was auBer durch die Unterschiede im Drehungsvermégen 
aus dem Verhalten gegen Salzsiiure zu beweisen ist. Versetzt man 
die wisserige Lésung des Natriumsalzes der a-Siure mit Salzsaure, 
so scheidet sich sofort die a-Saure selbst unléslich ab, wahrend die 
Lésung des Natriumsalzes der b-Saure unter diesen Bedingungen voll- 
kommen klar bleibt. Man mu8 also annehmen, daB die Digalakturon- 
siuren a und b Isomere sind, in denen die beiden Molekiile Galakturon- 
siure sich in verschiedener Bindung miteinander verkettet vorfinden. 

Ob die Digalakturonsiuren, die unter verschiedenen Bedingungen 
bei der Spaltung der Pektinsiure entstehen, tatsichlich als solche 
Bausteine des Pektinsiuremolekiils bilden und nicht etwa erst bei 


1) F. Ehrlich, a.a.O. 
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der Hydrolyse aus gréBeren Molekilkomplexen abgesprengt oder tei. 
weise durch Umlagerung unter dem SaureeinfluB erst entstanden sind. 
laBt sich auf Grund der bisherigen Untersuchungen noch nicht aussagen. 
Da die MolekulargréBe der Pektinsiure und ihr Gehalt an Galakturon. 
siure mit groBer Wahrscheinlichkeit darauf schlieBen laBt, daB 4 Mole. 
kiile Galakturonsaure sich in gegenseitiger Bindung im Pektinsiure. 
molekiil befinden, so ist zu folgern, daB die abgespaltenen Digalakturon. 
siuren Bruchstiicke dieses Galakturonkomplexes darstellen. 


Wenn man auch annehmen mu, daB im Pektinséiuremolekiil dic 
Carboxyle der untereinander verbundenen Galakturonsiuremolekiile 
zum Teil mit Methylalkohol verestert vorliegen, so ist jedenfalls sicher, 
daB die daraus abgespaltenen Digalakturonsaduren nur als freie Sauren 
mit freien Carboxylgruppen, nicht aber als lactonartige Anhydride 
analog etwa dem Glykuron zu betrachten sind. Dies léBt sich ohne 
weiteres aus den Aciditatsbestimmungen der einzelnen Sauren und der 
Analyse ihrer Salze folgern. 

Die Verbindung der beiden Molekiile innerhalb der Digalakturon- 
siure kann nur in analoger Weise wie im Molekiil von Polysacchariden 
erfolgt sein, naimlich durch Wasseraustritt zwischen Aldehyd- und 
Hydroxylgruppen, wobei glykosidartige Bindungen mit entsprechenden 
Sauerstoffbriicken entstanden sind. Dem entspricht auch die Tatsache, 
daB die Disiuren und ihre léslichen Salze Fehlingsche Lésung in sehr 
geringem MaBe reduzieren, so daB also freie Aldehydgruppen darin 
nicht vorhanden sein kénnen. 

Neben der Galakturonsiure entstehen nun bei der vollkommenen 
Hydrolyse der Pektinsiure mit Sauren noch zwei Kohlenhydrate, 
namlich die l-Arabinose und d-Galaktose. Durch Neutralisation mit 
Bariumcarbonat und Ausfallung des Bariumsalzes der Galakturonsaure 
mit Alkohol erhalt man eine Lésung, die zum Sirup eingedampft, 
ein Gemisch von Arabinose und Galaktose, seltener einen Zucker allein 
auskristallisieren laBt. 

Die Zucker wurden identifiziert durch ihre spezifische Drehung, 
die Galaktose auch noch durch ihre Oxydation zu Schleimsaure durch 
Salpetersiure in der Hitze. Ferner wurden die betreffenden Dipheny!- 
und Benzylphenylhydrazone hergestellt und durch Schmelzpunkt- 
bzw. Stickstoffbestimmung als Arabinose- und Galaktosederivate 
erkannt. 


Da bei der Salzsauredestillation der Pektinsiure Furfurol sowohl! 
aus der Galakturonsiure wie auch aus der Arabinose entsteht, ist es 
zur quantitativen Bestimmung der Arabinose notwendig, die aus der 
Menge des abgespaltenen Kohlendioxyds ermittelte Galakturonsaure- 
menge in Furfurolphlorogluzid umzurechnen und diesen Wert von 
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dem Gesamtfurfurolphlorogluzid. das bei der Salzsauredestillation der 
Pektinséure erhalten wird, zu subtrahieren. Nach dieser Berechnung 
wurden 11,7 Proz. Arabinose in der Pektinsdure gefunden. 

Es ist also sowohl in der Arabankomponente wie in der Pektinsaure- 
komponente des Pektins Arabinose enthalten, was bisher tibersehen 
worden war. Wahrend aber das Araban schon durch heibes Wasser 
aus dem Pektin abgespalten ist, wird hierbei die offenbar ebenfalls 
als Anhydrid vorliegende Arabinose der Pektinsaure nicht losgetrennt. 
Sie scheint also in einer anderen Bindung wie das Araban in dem 
Pektinsiuremolekiil verkettet zu sein. 

Der Galaktoseanteil in der Pektinsiure wurde festgestellt, indem 
durch Titration mit Fehlingscher Lésung, kombiniert mit den Werten 
der Furfuroldestillation, in dem Arabinose und Galaktose enthaltenden 
Zuckersirup der Pektinsiurespaltung das Verhaltnis der beiden Zucker 
zueinander berechnet wurde. Es wurden zu 47,2 Proz. Arabinose und 
52,8 Proz. Galaktose gefunden. Hieraus laBt sich der Gehalt an Galak- 
tose in der Pektinsdure zu 13,1 Proz. berechnen. 

Die fiir Galaktose und Arabinose angegebenen Mengenverhaltnisse 
kénnen natiirlich nur Annaherungswerte darstellen, da es an ge- 
eigneten sicheren Methoden zur Abscheidung und Bestimmung dieser 
beiden Zucker unter den hier gegebenen Bedingungen vorlaufig noch 
fehlt. 

So viel scheint aber sicher, daB Arabinose und Galaktose in stéchio- 
metrischen Verhiltnissen sich in dem Pektinsiuremolekiil anhydridartig 
gebunden vorfinden. Durch Barytwasser scheint schon in der Kilte 
eine Loslésung dieser Anhydride von dem Galakturonsiurekomplex 
zu erfolgen. Wenigstens wurde im Filtrat des digalakturonsauren 
Bariums eine linksdrehende, schwach reduzierende Verbindung eines 
Saccharids beobachtet, die beim Erhitzen mit Siuren reduzierende, 
rechtsdrehende Zucker lieferte, unter denen sich Arabinose und 
Galaktose zu befinden schienen. Hieriiber sind weitere Untersuchungen 
im Gange. 

Das durch Salzsauredestillation der Pektinsaure erhaltene Furfurol- 
Phlorogluzid ist zu einem gewissen Prozentsatz in Alkohol léslich (etwa 
6 Proz.), was auf Methylpentosen hindeuten wiirde. Nach Votocek) liefern 
bekanntlich Methylpentosen bei der Salzsiuredestillation nach Tollens 
Methylfurfurol, dessen Phlorogluzid in Alkohol léslich ist. Man folgert 
daher aus der Alkoholléslichkeit der aus dem Tollensschen Verfahren 
sich ergebenden Phlorogluzidniederschlage gewéhnlich den Gehalt 
eines Kohlenhydratgemisches an Methylpentosen. 





1) Ber. 30, 1195, 1897. 
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Der Nachweis von Methylpentosen nach Rosenthaler!) — charak. 
teristische Rotfirbung beim Erhitzen mit Salzsiure und Aceton — 
verlauft aber in dem Zuckersirup der Pektinsdiurespaltung negatiy, « 
daB anzunehmen ist, daB die gréBere Menge der alkoholléslichen Antcilc 
des Phlorogluzids auf der Gegenwart von Zersetzungsproduktev beruht. 
die aus der Galakturonsdure selbst entstanden sind. 

Fiir die Annahme v. Fellenbergs, daB im Riibenpektin Methy/. 
pentosen vorhanden wiiren, liBt sich demnach kein Beweis erbringen 

Auf Grund der quantitativen Bestimmungen, die im vorigen 
gekennzeichnet sind, ist der Schlu8 berechtigt, daB weitere Baustein 
der Pektinsaure nicht vorhanden sind. Die folgende Zusammenstellung 
gibt noch einmal eine Ubersicht iiber Art und Menge der einzelnen 
Bestandteile. 

100 Teile der véllig getrockneten Pektinsiure lie‘ern bei voll. 
kommener Aufspaltung folgende Substanzmengen : 

64,8 Teile Galakturonséure 
12,8 ,, Essigséiure 

13,1 ,, Galaktose 

11,7. ,, Arabinose 

6,7. ,,  Methylalkohol 


Im ganzen 109,1 Teile 


Ob es sich hier um definitive Werte handelt und ob nicht einzelne 
dieser Zahlen bei Untersuchung weiterer Praparate von Pektinsiiure, 
besonders solcher, die direkt aus frischen Riiben hergestellt sind, eine 
gewisse Korrektur erfahren werden, bleibt noch festzustellen. Da 
die techiischen Riibentrockenschnitzel, die hauptsiachlich verwendet 
wurden, ein durch Uberhitzung und Wasserdampf partiell denaturierte 
Material darstellen, so erscheint es wohl méglich, wie schon erwahnt 
daB beim fabrikativen Trocknen durch hydrolytische Vorginge ein 
kleiner Teil Essigsiure und vielleicht auch Methylalkohol bereits daraus 
abgespalten worden ist, so daB in der urspriinglichen Pektinsdure der 
Prozentsatz dieser Verbindungen vielleicht noch héher zu_veran- 
schlagen ist. 

Immerhin kann man mit aller Reserve schon auf Grund der vor- 
liegenden Zahlen sich ein ungefihres Bild von dem chemischen Aufbau 
des Pektinsdéuremolekiils machen. Nimmt man danach an, daB dieser 
Komplex sich aufbaut aus 4 mol. Galakturonsiure, 2 mol. Methylalkoho!, 
3 mol. Essigsiure, 1 mol. Arabinose und 1 mol. Galaktose unter Austritt 
von 10 mol. H,O, so wiirde der wasserfreien Riiben-Pektinsaure dic 


1) Ann. d. Chem. 48, 167, 1909. 
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Bruttoforme! C,,H,,0,, zukommen. Bei der totalen Hydrolyse wiirde 
ihr Zerfall nach folgender Gleichung stattfinden: 
('y3HggO05; + 10 H,O 4C,H,,0, + 2CH,OH + 3CH,CO,H 
Ruben-Pektinsaure Galakturonsaure Methylalkohol Essigsaure 
+ CHO; + CyH,.0,. 
Arabinose Galaktose 

Berechnet man auf dieser Grundlage prozentisch die Mengen- 
verhaltnisse der einzelnen Spaltprodukte, wie sie sich theoretisch aus 
der angenommenen Formel der Pektinsiure ergeben miiBten, so stimmen 
diese, wie das folgende Schema zeigt, mit den gefundenen Zahlen bei 
Beriicksichtigung der teilweisen Unvollkommenheit der Methodik mit 
leidlicher Annaherung tberein : 





Prozente des Pektinsaure- 








Mol.-Gew. molekuls 
iT R bones Getfund *) 

Fiir 4 Mol. Galakturonsféure .. . 776 66,3 64,8 
. 2 , Methylalkohol.... 64 5,5 6,7 
oe Se ee 180 15,4 12,8 
» | , Avebimowe ....s-: 150 12,8 11,7 
ap EY, wo ® eice" 6-0 180 15,4 13,1 
1350 115.4 |109,1 

—10Mol. H,O = 180 

Cy, Hg. 03, 1170 


*) In der volikommen getrockneten Pektinsaure. 


Auch die Werte der Elementaranalysen von Pektinsiurepraparaten, 
die nach verschiedenen Verfahren gewonnen waren, zeigen nur wenig 
Abweichung von den theoretisch errechneten Zahlen: 


Fiir C,,H,,0,,, auf aschefreie Substanz bezogen. 
Ber.: C 44,1 H 5,3 O 50,6 
Gef.: C 43,27 H 5,40 O 51,33 
43,44 H 5,14 O 51,42 
* 44,07 H 5,40 O 50,53 
> 43,46 H_ 5,47 O 51,07 


AAO 


Nimmt man an, daB die Riiben-Pektinsaure eine Estersaiure darstellt, 
in deren Komplex von den 4 Molekiilen der darin enthaltenen Galak- 
turonsiure zwei Carboxylgruppen mit 2 Molekiilen Methylalkohol ver- 
estert sind, die anderen beiden sich aber frei als solche vorfinden, ent- 
sprechend der ausgeschriebenen Formel 


C57H 5409 - (COOCH),(COOH),, 
so wire demnach die freie Pektinsiure eine zweibasische Saure, von 


der 1 g theoretisch zur Neutralisation 17,1 cem n/10 NaOH erfordern 
wirde. Praktisch hat sich ergeben, daB 1 g der Saure, die immer noch 
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geringe Mengen Asche aufwies, gegen Phenolphthalein in drei F,!):) 
von 16,5, 16,6, 14,8cem n/10 NaOH neutralisiert wurde. 

Eine in wasseriger Lésung mit der im Vakuum bei 100° getrocknet«) 
Pektinsiure ausgefiihrte Molekulargewichtsbestimmung ergab eine 
MolekulargréBe von 1380, wihrend sich aus der obigen Forme! 117) 
berechnet. Die Ubereinstimmung ist noch auffallender, wenn man 
bedenkt, daB die vakuumtrockene Pektinsdure an der Luft regelmiliiy 
12 bis 15 Proz. Wasser anzieht, daB sich also auch in wiasseriger Lisuny 
ihr Molekiil um das entsprechende Gewicht vermehren wird. Bei An. 
nahme von 10 mol. Konstitutionswasser wiirde der Formel der Pektiy. 
siure C,,H,.O0,,.10H,O das Molekulargewicht 1350 zukommen, 
das mit dem praktischen Befunde identisch erscheint. 


Fast alle Analysendaten stimmen also auf die oben entwickelte 
Forme! fiir die Pektinsiure, die weiterhin noch durch die Beobachtungen 
an der Pektinsiure des Flachses!) eine wesentliche Stiitze erfihrt. 
Die Riiben-Pektinsdéure wire also eine Triacetyl-ArabinoGalakto- 
dimethoxy-Tetragalakturonsdure. 

Eine Ubersicht iiber den genetischen Zusammenhang der einzelnen 
Spaltprodukte des Pektins gibt das folgende Schema: 

Riiben-Pektin 
in kaltem Wasser unléslich, durch heiBes Wasser gespalten und gelést zu 
| 


v 
H ydropektin 
in 70proz, Alkohol 
a At tie Un); : 
as en 
Araban (linksdrehend ) Calcium-Magnesiumealz 
mit Séuren erhitzt der Pektinsdure (rechtsdrehend) 
mit Salzsfure und Alkohol 
l-Arabinose Pektinsdure Cy, HO; + 10 H,O 
mit Séuren erhitzt 
“ay 
aoc ae 
Digalakturonsaduren 
C1 Hy, 0(CO, H), 
a und b 
4 4 Wiel + 4 


Methyl- Essig- d-Galakturonsdure 1-Ara- d-Galak- 
alkohol sdure C,H,O,.CO,H binose tox 


") Vgl. die spater in dieser Zeitschrift folgende Arbeit von F. Ehrlich 
und F'. Schubert. 
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Experimenteller Teil. 


Darstellung des Hydropektins aus Riibenmark, 

Als Ausgangsmaterial fiir die folgenden Untersuchungen diente teils aus 
frischen Zuckerriiben hergestelltes Riibenmark, vorwiegend aber im Zucker- 
fabrikbetriebe ausgelaugte und getrocknete Riibenschnitzel. 

Das Riibenmark war im Dezember 1918 im hiesigen Institut durch 
Zerreiben der gewaschenen Riiben zu feinem Brei, Entfernung des Saftes 
durch wiederholtes Auspressen und durch mehrfaches Auslaugen des Pre(- 
riickstandes mit kaltem Wasser, Alkohol und Ather hergestellt und an der 
Luft getrocknet worden. Aus 23 Riiben im Gesamtgewicht von 11,45 kg 
ergaben sich nach diesem Verfahren 730g lufttrockenes Riibenmark — 
d. h. 6,4 Proz. auf Riiben gerechnet — in Form einer spezifisch sehr leichten, 
hellgrauen, lockeren und faserigen Masse. 

Diese Methode der Riibenmarkherstellung war gewahlt worden, um 
moglichst die gesamte in den Riiben befindliche wasserunldésliche Pektin- 
substanz zu gewinnen. 

Es wurden nun 100 g lufttrockenes Riibenmark verschiedene Male mit 
je 2 Liter destillierten Wassers bei verschiedenen Temperaturen in einem 
bedeckten Emailletopf ausgelaugt, wobei das Material nach jeder Aus- 
laugung in einer Hebelpresse scharf abgepreBt wurde. 

Bis zu einer Temperatur von etwa 55° gingen in die wasserigen Ausziige 
meist nur anorganische Bestandteile, Zucker und organische Nichtzucker- 
stoffe. In diesen Extrakten war die Orcinreaktion auf Pentosen negativ, 
wahrend die a-Naphtholreaktion auf Kohlenhydrate positiv ausfiel. Bei 
der vierten Auslaugung bei 55° wurde nur noch eine schwache a-Naphthol- 
reaktion erhalten, bei der fiinften Extraktion bei 55° fiel sie negativ aus. 
In Ubereinstimmung hiermit wurden die Ausziige, die zuerst eine schwache 
Rechtsdrehung zeigten, optisch inaktiv. 

Aus diesen Versuchen ging also hervor, daB mit Wasser von 55° die 
Auslaugung des Riibenmaterials ohne Verluste an Pektin am giinstigsten 
verlief. Nunmehr wurde das zuckerfreie Riibenmark bei héheren Tempera- 
turen mit Wasser extrahiert, wobei das Pektin in steigendem MaBe ldslich 
gemacht und in Hydropektin iibergeiiihrt wurde. Dieser LésungsprozeB 
macht sich schon recht deutlich bei Anwendung von Wasser von 80° be- 
merkbar, indem in den Extrakten sowohl eine neu auftretende Rechts- 
drehung als auch der positive Ausfall der Orcin- und Naphthoresorcin- 
reaktion das in Lésung gegangene Pektin anzeigte (s. Tabelle I). 

Die ersten Extrakte bei héherer Temperatur von 80° an zeigten eine 
Rechtsdrehung, die aber allmahlich nachlieB und bei langerer Einwirkung 
des Wassers in Linksdrehung iiberging (s. Tabelle II). Diese Tatsache ist 
damit zu erklaren, daB das heiBe Wasser schon teilweise weiter hydro- 
lysierend auch auf die gelésten Stoffe einwirkt und daB dabei Sub- 
stanzen von niedrigerer Rechtsdrehung entstehen, die sich mit der 
Linksdrehung des Arabans gerade ausgleichen oder letztere sogar 
iiberwiegen lassen. Aus den Tabellen I und II ist ersichtlich, wie die Aus- 
laugung mit Wasser verschiedener Temperaturen in den einzelnen Phasen 
verlauft. Der Hauptteil des Hydropektins geht danach bei 90 bis 100° 
durch etwa zehn- bis zwélfmal wiederholtes Auslaugen, das mit jedesmal 
frischem Wasser je 1 Stunde lang durchgefiihrt wurde, in Lésung. Es zeigte 
sich, daB das in dieser Weise behandelte Riibenmaterial noch weitere 
Mengen Hydropektin abgab, wenn man es im Autoklaven auf | bis 2 Atmo- 
sphiren Uberdruck mit Wasser erhitzte. Die Ausziige waren in diesem 
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Falle aber viel dunkler bréunlich gefirbt, was auf bereits eingetretone 
weitergehende Zersetzungen des Hydropektins hindeutete. 

Aus den nachstehenden Tabellen sind auch wichtig fiir die folgende 
Trennung der Komponenten des Hydropektins die Mengen der jy 
70proz. Alkohol léslichen und unléslichen Bestandteile des Hydropektins, 


Tabelle I. 
Auslaugung von 100g lufttrockenem Riibenmark mit je 2 Liter Wasser 





Drehung d. Reaktionen Auss Davon in Drebung d 











g us 

Hl Zeit Extrakts or — /! Sclaugte 70 Proz. Alkohol —— Ue 
a Cee ere 
55") 15 +13 — — (Substanz 

55 15 + 0,3 — —— l7g_ ing, 2 Stdn. 

| 90 | +03 | — — | Girup) bei 105° 

55 | 30 0 _ —_ 0,7 getrocknet) 

55 | 30 0 Ll ban 

80 | 30 +10 + + 1,73 1,50 0,23 —05 
85 30 + 0,7 + a 1,81 1,04 0,77 03 
8 30 + 0,4 + + 2,10 1,34 0,76 —O04 
90 30 + 0,7 + + 3,59 1,78 1,81 —10 
90 «=—30 + 2,2 + + 591 3,71 2,20 —10 
90 = 60 + 0,7 + + 2,29 1,33 0,96 —06 
95 30 + 0,6 + > 1,70 1,23 0,47 —O05 
100 «60 +10 7 + 3,23 2.47 0,76 —17 
100 «60 + 0,7 + - 2,96 1,85 1,11 —17 
100 | 60 +04 + ~ 2,69 1,65 1,04 —18 
100 60 | +03 o + 1,92 1,23 0,69 —15 
100 «630 + 0,2 + + 151 0,95 0,56 mY 
100 «60 0 + a 1,43 0,95 0,48 —1,4 
100 | 60 0 + +. 1,07 0,59 0,48 —10 
100 | 60 0 + + 1,12 0,75 as7| —13 
100 60 0 oe 0,84 0,50 0,34 —038 
100 | 60 | 0 + + 1,14 0,71 0,43 —0,7 
121 +60 0 + + 4,46 2,91 1,55 — 27 
121. 60 0 + + 3,19 2,02 1,17 — 15 
121 60 | 0 + + 1,65 1,19 0,46 —03 
121 60 | 0 + + 0,90 0,54 0,36 —0,1 
121 60 0 + ri 0.39 0,20 0,19 0 

47638 | 8044 (17,19 


Hydro+ || CalciumsMag- | Araban 
pektin | nesiumsalz der 
f | || Pektinsaure 
Zur Gewinnung des Hydropektins wurden die bei den einzelnen Aus- 
laugungen erhaltenen wisserigen Extrakte von Zellfasern und sonstigen 
schwebenden Verunreinigungen durch Kolieren durch Leinwand’ befreit 
und die klaren Filtrate auf dem Wasserbad in Porzellanschalen zur Trockne 
verdampft. Es hinterblieb das Hydropektin in Form von gelblichen bis 
braunlichen gelatineartigen Blattchen, die sich leicht von dem Porzellan 
abheben lieBen. 
Um die Ausbeute an Hydropektin zu bestimmen, wurde der Feuchtig- 
keitsgehalt des Riibenmarks festgestellt. 
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Tabelle II. 
Auslaugung von 300g lufttrockenem =Riibenmark mit je 6 Liter Wasser. 
"vet foo getrocknet) 

_ i ge et 

1 Poe sm te 

e eit in Buteakte Subs in 20 com in 20 ccm wisss. Lésung 

= Stunden © Seeeh ubstanz Wasser 70proz.Alkohol neutralisieren 
.) cas > Drehung der Drehung der com n/10 NaOH 
- . wiss. Lésung | alkoh.Lésung 

P ®Sacch. (I= 1) | ©Sacch. (I = 2) | 

60° = MY, +14 jy > 

0 Dy, +03 22.8 + 16,2 + 03 0,3) 33 
6 2 +02 |! z j 
60 2 +01 |) Tse 
ae +09 |} 8 + 153 —12 0,3) 323 
60 | 4 +03 | 37 + 13,8 ‘29 03| 83 
60 | 4 +02 23 + 122 = 19 0.2] 33 
60 «2 a Ll + 74 — 16 02) 
1002 27 | 45 + 18,4 ~= £4 0,3 
100-24, +20 | 162 + 128 — 61 02 
10072, +10 | 226 + 52 — 07 0,4 
1006 —03 | 162 + 54 — $2 0,3 
00 0 oS -—04 | 9.5 + 60 —8s9 | of 
100 7 — 0,4 11,0 — 10 —11,6 03,4 
1004/2 —03 65 as oe — 90 0,3 
100 6 —04 | 4,0 1,2 — 92 5 
21 aan 5.4 — 08 — 86 51% 
135 | 1 — 0,2 49 — 08 — 78 0,7 |= 
135 | 1 0 24 — 06 — 70 08 
1385 1 0 19 oe = — 

Im ganzen: 1151 
Hydropektin 


2,4052 g lufttrockenes Riibenmark verloren im Lufttrockenschrank 
bei 110° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet 0,2531 g Wasser. 
Wassergehalt im lufttrockenen Riibenmark: 10,5 Proz. Wasser. 


1. Auslaugungsversuch. 

100 g lufttrockenes Riibenmark enthalten also 89,5 g Trockensubstanz. 
Aus dieser Menge wurden 47,5 g wasserbadtrockenes Hydropektin ausgelaugt. 

Ausbeute: 53,1 Proz. Hydropektin, auf wasserfreies Riibenmark ge- 
rechnet. 

2. Auslaugungsversuch. 

300 g luftrockenes Riibenmark enthalten demnach 268,5 g Trocken- 
substanz. Hieraus wurden 115,1 g wasserbadtrockenes Hydropektin aus- 
gelaugt. 

Ausbeute: 42,9 Proz. Hydropektin, auf wasserfreies Riibenmark 
gerechnet. 


Darstellung von Hydropektin aus Riibentrockenschnitzeln. 


Da die}Gewinnung von Riibenmark aus frischen Riiben im Laboratorium 
sich immerhin umstaéndlich gestaltet, wurde bei den folgenden Versuchen 
weiterhin das im groBen MaBstabe zur Verfiigung stehende Material benutzt, 


OO a a 


; 
} 
; 
: 


288 F. Ehrlich u. R. v. Sommerfeld: 


das die im Fabrikbetriebe ausgelaugten und getrockneten Riibenschnit,, 
bilden. 

Es kamen hauptsichlich Trockenschnitzel aus der Zuckerfabril; 
Froebeln aus dem Jahre 1922 zur Verwendung. 

Bei dem folgenden Versuche (s. Tabelle I11) wurden 500 g luftrocken: 
Riibenschnitzel angewendet. Diese Schnitzel, die noch deutliche Menge 
Zucker enthielten, wurden zuerst bei einer Temperatur von 55 bis 6(/ 
ausgelaugt bis zur negativen a-Naphtholreaktion der wasserigen Ausziige 
Die Auslaugungen wurden mit je 8 Liter Wasser ausgefiihrt und nach 
jeder Extraktion das Material in einer Hebelpresse scharf abgepreBt. Be: 
der vierten Auslaugung bei 60° zeigte der wasserige Auszug keine a-Naphthol. 
reaktion und war auch nicht mehr optisch aktiv. 





Tabelle Il. 
Auslaugung von 500 g lufttrockenen Riibentrockenschnitzeln mit je 8 Liter 
Wasser. 
Drehu der 
Dauer d —s 20cem des Extrak Ausgelaugtes 
Temperatur Aadengene te “Bxteebee ee * Hyd Sapeltin 
Stunden © Secch. {1 “ 2) com n/10 NaOH | , 
55—60° 2 + 15 
55—60 2 + 0,2 
55—60 2 0 (Schwache 
c+Naphtholreaktion ) 
55—60 1 0 ( tive 
c»Naphtholreaktion ) 
100° 1), + 2,6 0,2 32,2 
100 1 + 1,1 0,3 27,2 
100 l + 10 0,2 27,5 
100 1), + 1,6 0,2 30,1 
100 1 + 0.6 0,2 21,7 
100 2 + 0,5 0,3 22,1 
100 2 + 0,3 0,4 15,3 
100 2 —01 06 18,7 
Im ganzen ausgelaugte Menge an Hydropektin: 194.8 


Dann wurden die Riibenschnitzel mit kochendem Wasser ausgelaugt, 
wobei sich das in Lésung gehende Pektin durch die wieder auftretende 
Rechtsdrehung der Extraktionen bemerkbar machte. Bei fortschreitende: 
Einwirkung des kochenden Wassers nahm die Aciditét der Ausziige zu, was 
mit dem hydrolysierenden Einflu8 des heiBen Wassers zu erklaren ist, 
der zu sauren Hydrolysenprodukten aus dem Pektin fiihrt. 

Die einzelnen Extraktionen bei 100° wurden durch Leinwand koliert. 
um sie von den suspendierten Verunreinigungen zu befreien, und in Porzellan. 
schalen auf dem Wasserbade zur Trockene eingedampft. 

Es hinterblieb wieder das Hydropektin als eine gelb bis braun gefarbte. 


blitterige Masse. Zur Bestimmung der Ausbeute an Hydropektin wurde 


der Wassergehalt der Riibenschnitzel, die das Ausgangsmaterial bildeten, 
festgestellt. 

6,3099 g lufttrockene Riibenschnitzel verloren bei 110° im Lufttrocken- 
schrank bis zur Gewichtskonstanz getrocknet 0,6540 g Wasser. 


Wassergehalt der lufttrockenen Riibenschnitzel: 10,37 Proz. Wasser. 
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500 g zur Auslaugung verwandte lufttrockene Riibenschnitzel enthalten 
also 453,1 g Trockensubstanz. Aus dieser Menge wurden 194,8 g wasserbad- 
trockenes Hydropektin gewonnen. 

Ausbeute: 43,0 Proz. Hydropektin, auf wasserfreie Riibenschnitzel 
gerechnet. 


Araban und Caleium-Magnesiumsalz der Pektinsiure 
als Bestandteile des Hydropektins. 


Das so gewonnene Hydropektin ist ein Gemisch aus Araban und dem 
Calcium-Magnesiumsalz der Pektinsdure und enthalt noch geringe Mengen 
yon verunreinigenden Substanzen wie Saponin. Um das Verhaltnis der 
beiden Hauptkomponenten, das schon aus der Tabelle I in annahernder 
Weise aus der Menge der alkoholischen Auslaugungen ersichtlich ist, zu 
erfahren, wurden 50 g bei 110° getrocknetes Hydropektin, zu gleichen Teilen 
von den ersten vier Auskochungen bei 100° (Tabelle II) entnommen, in 
| Liter 70proz. Alkohol suspendiert und mehrere Tage bis zur Konstanz 
der Drehung der alkoholischen Lésung (— 7,5° Saccharose, | = 2) stehen- 
gelassen. Unter diesen Bedingungen lést sich das Araban bereits annaihernd 
vollstandig in dem 70proz. Alkohol, waihrend das pektinsaure Salz darin 
unléslich ist. Von dem unldéslich gebliebenen Salz wurde abfiltriert, dieses 
mit Alkohol und Ather gewaschen und bei 110° getrocknet. Es wog 34,2 g. 

Hiernach sind also im trockenen Hydropektin aus Riibenmark etwa 
68,4 Proz. Calcium-Magnesiumsalz der Pektinsdéure und 31,6 Proz. Araban 
vorhanden. 

In gleicher Weise wurde das Hydropektin aus Riibenschnitzeln in 
70proz. Alkohol suspendiert, 2 Tage stehen gelassen, dann das |ungeléste 
Caleium-Magnesiumsalz der Pektinsaéure abfiltriert, mit Alkohol und Ather 
gewaschen und schlieBlich bei 110° getrocknet. 

Bei den einzelnen Riickstanden der Auslaugungen der Riibenschnitzel 
(Tabelle III) ergaben sich aus dem Hydropektin folgende Ausbeuten an 
Araban und Calcium-Magnesiumsalz der Pektinséure. 





eatin | Cates Mate t EB a. nd 
. entspr. Proz. des | entspr. Proz. des 
g g Hydropektins 8 Hydropektins 
32,2 24,6 76,5 7,6 23,5 
27,2 19,5 715 7,7 28,5 
27,5 18,6 67,7 8,9 32,3 
30,1 23,4 77,7 6, 22,3 
217 17,1 79,0 4.6 21,0 


Wurde dagegen Riibenmark direkt mit 70 proz. Alkohol mehrere Stunden 
lang ausgekocht, so erhielt man nur optisch inaktive alkoholische Extrakte, 
die beim Verdampfen geringe Mengen Saponin und fettahnliche Substanzen 
hinterlieBen und keine Spur Araban enthielten. 


Versuche zur Darstellung und Reingewinnung von Araban. 


I. Darstellung von Araban durch fraktionierte Fdllungen mit Alkohol. 
Die in den vorigen Versuchen erhaltenen Arabanlésungen wurden im 
Vakuum zur Trockne verdampft, wobei ein brauner, amorpher, etwas 
hygroskopischer und aschehaltiger Riickstand iibrigblieb, der stark die 


SS 


———————— 
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Orcinreaktion gibt, demnach also Pentosen enthielt. Seine Lésung reagiert 
schwach sauer, reduziert Fehlingsche Lésung direkt schwach, dagegey 
stark nach Erhitzen mit Salzséure, so daB zu schlieBen war, daB es sich 
hier um Anhydride von Pentosen handelte, die mit anderen Beimen. 
gungen verunreinigt waren. 

Es wurde nun versucht, durch fraktionierte Alkoholfallungen aus diesen, 
Gemisch ein reines Pentosan zu gewinnen. 

Zu diesem Zwecke wurde das als alkoholléslicher Riickstand gewonnene 
Roharaban von der Darstellung aus Riibenmark her (in Menge von 15,8 g, 
S. 286) in 150 cem 70proz. Alkohol gelést, wobei geringe Mengen ungelést 
blieben, die abfiltriert wurden. Das Filtrat wurde mit dem gleichen Volumen 
96proz. Alkohol versetzt. Die Lésung triibte sich durch Ausfallung ces 
Arabans in fein verteilter Form und erst nach langerem Stehen setzte sic, 
das Araban als dunkelbraune, lackartige Masse ab. Die iiberstehende 
Lésung wurde dekantiert und die ausgefallte Substanz an der Luft getrocknet 

Das lufttrockene Araban (0,55 g) wurde in 20 ccm Wasser geldést 21 
einer triiben, dunklen Lésung, die mit Kohle nicht zu entfarben und nicht 
polarisierbar war. Fehlingsche Lésung wurde reduziert, nach Kochen mit 
Salzsiure bedeutend stirker. Mit Kalkwasser war das Araban nicht fallbar. 

Das Filtrat dieses Arabans wurde mit demselben Volumen 96proz. 
Alkohol versetzt, worauf eine sirupése Masse ausfiel, von der die iiber- 
stehende Fliissigkeit abgegossen wurde. Der im Becherglas haftende, 
sirupése Riickstand wurde an der Luft allmahlich fest. Lufttrocken wog er 
0,91 g. 

0,91 g Substanz in 40cem Wasser gelést. c = 2,27. Drehung im 
0,25-dm-Rohrap) = — 0,59°, folglich 


{ajp = — 108,5°. 


Die Substanz reduzierte Fehlingsche Lésung, nach Kochen mit Salz- 
siure bedeutend starker. Erwirmen mit ammoniakalischer Silberlésung 
bewirkte geringe Silberausscheidung. Mit Kalk- oder Barytwasser war «las 
Araban nicht zu fallen, ebenfalls nicht mit Kupfersulfatlésung. 

Die von diesem Araban dekantierte Fliissigkeit wurde mit der sechs- 
fachen Menge 96proz. Alkohol versetzt, worauf Araban teils sirupés, teils 
in hellbraunen Flocken ausfiel, die nach dem Absitzen abfiltriert und 
2 Stunden bei 110° getrocknet wurden. 

Ausbeute: 3,1 g eines gelbbraéunlichen Pulvers. 

0,2494 g dieses Arabans wurden in 10 ccm Wasser gelést, wobei «lie 
Substanzteilchen erst zu einer schleimigen Masse aufquellen und dann in 
Lésung gehen. c = 2,5. Drehung im 0,5-dm-Rohr: apy = — 1,87°, folglich 


[a]jp = — 150°. 


Diese Arabanlésung reduzierte Fehlingsche Lésung schwach, nach 
Kochen mit Salzsiure stark. Bei Zusatz von Ammoniumoxalat entstand 
eine Triibung. 

Zur Aschenbestimmung wurden 0,3131 g der getrockneten Substanz 
im Platintiegel verascht. Die Asche wog 0,0034 g, entsprechend 1,08 Proz. 
des Arabans, und bestand zum gréBten Teil aus Calcium. 


II. Darstellung von Araban durch fraktionierte Auskochungen mit Alkohol. 


Die vereinigten alkoholischen Arabanlésungen aus dem Hydropektin 
aus Riibenschnitzeln wurden im Vakuum auf ein kleines Volumen einge- 
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dampft, wobei geringe Mengen eines graubraunen Niederschlags ausfielen, 
die abfiltriert wurden. Dann wurde die Lésung im Vakuum zur Trockne 
eingedampft und der braun gefarbte Riickstand sechsmal mit je 250 ccm 
g6proz. Alkohol am RiickfluBkiihler auf dem Wasserbad je 20 Minuten 
lang ausgekocht. 


Drehung der alkoholischen Lésung. 





Auskochung © Saccharose (1 = 0,5) Auskochung ®.Saccharose (1 = 0,5) 
1. — 10 4. — 04 
2. — 05 5. — 03 
3. — 04 6 — 04 


Die einzelnen Auskochungen wurden einzeln im Vakuum zur Trockne 
verdampft. 

Zu 1. Es konnte nur ein Sirup erhalten werden (5,8 g). Dieser wurde 
in 100 cem Wasser gelést. ¢ = 0,58. Drehung im 0,5-dm-Rohr: a, 0,73°. 
falp = 26,2°. 

Die Lésung reagiert stark sauer und reduziert Fehlingsche Lésung stark. 
Zu 2. Ein hellbrauner, hygroskopischer Riickstand (1,48 g), der in 
50cem Wasser gelést wurde. c 2,96. Drehung im 0,5-dm-Robr: 


ap = 0,56°. 
[a]p = — 87,89. 


Die Substanz reagiert sauer und reduziert Fehlingsche Lésung. 
Zu 3. Ein hellbrauner Riickstand (0,66 g), der in 50 com Wasser gelést 
wurde. ¢ = 1,22. Drehung im 0,5-dm-Rohr: ap) = 0,43°. 
[a]p =- 65,2°. 


Die Lésung reagiert schwach sauer und reduziert Fehlingsche Lésung. 
Zu 4. Ein gelblicher Riickstand (0,28 g), der in 20 cem Wasser gelést 
wurde. ¢ = 1,4. Drehung im 1]-dm-Rohr ap = 1,04°. 
[a]lp = 74,3°. 


Die Lésung reagiert schwach sauer und reduziert Fehlingsche Lésung. 

Zu 5. Ein hellgelber Riickstand (0,09g), der in 10ccem Wasser 
geléist wurde. c= 0,9. Drehung im 0,5 dm-Rohr ap = — 0,42°. 

[a]p = — 98,8°. 

Die Lésung ist neutral und reduziert Fehlingsche Lésung nur schwach. 

Zu 6. Die Menge des Riickstandes ist zu gering fiir eine Drehung, 
er reduziert Fehlingsche Lésung schwach, nach Kochen mit Salzséure 
stark. Die Substanz ist aschenhaltig, und zwar bestand die Asche vor- 
wiegend aus Calcium. 

Der nach sechsmaligem Auskochen, wie beschrieben, in Alkohol un- 
léislich verbleibende Riickstand (26,5 g) wurde in 200 ccm Wasser geldst. 
¢ = 13,25. Drehung der filtrierten Lésung im 0,25-am-Rohr: ap = 3,75°. 

[a]p = — 118,3°. 


Die Fliissigkeit war schwach sauer und reduzierte auch Fehlingsche 
Lésung nur schwach, nach dem Kochen mit Salzséure aber stark. 


pe 





. 
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Da die Lésung stark schiumte, wurde sie noch auf Saponin unter. 
sucht. Eine kleine Probe wurde mit Salzsiure gekocht. Hierbei schieden 
sich geringe Mengen einer weiBen Substanz ab, wahrscheinlich die Riiben. 
harzséure') aus dem Saponin, worauf der positive Ausfall der Lieberman». 
schen Reaktion mit Essigséureanhydrid und Schwefelsiure hindeutete 

Die letzterhaltene Arabanlésung wurde schwach mit Salzséure an. 
gesiuert und das 20fache Volumen 96proz. Alkohols zugegeben. Nac), 
dem Absitzen des sirupartig ausfallenden Niederschlages wurde abgegossen, 
das gefallte Araban mit 96proz. Alkohol bis zur Entfernung der Salzsaur 
durchriihrt, dann in 200ccm 60proz. Alkohols gelést und mit 1 Liter 
96 proz. Alkohol wieder ausgefallt. Das sirupés ausgefallene Araban wurd 
in wenig Wasser gelést und im Vakuum vollkommen zur Trockne verdampft 
zu einer hellbraunen, pulverigen Masse. 


Dieses Araban (7,35 g) wurde in 300 cem I proz. Schwefelsiure geldst 
ec = 2,45. Drehung im 1-dm-Rohr ap = — 10,9° Saccharose oder 
— 3,78°. 

{a]p = 154,3°. 


Die Lésung wurde am RiickfluBkiihler zuerst auf dem Wasserbad 
erhitzt und dann iiber freier Flamme gekocht. 


Anfangsdrehung . — 10,9° Saccharose (1 = 1) 


nach 15 Minuten langem Erhitzen auf dem 
CO Ee ee Se ee - 
nach weiteren 10 Minuten langem Kochen + 4,1 * 
” e 10 - o ” + 6,2 ” 
- “ 10 ~ - - + 6,6 % 
” o 10 9 9 * + 6,6 ” 


Nach etwa 34 Stunden ist die Drehung der Lésung konstant geworden. 
Nunmehr wurde die Fliissigkeit auf dem Wasserbad hei8 mit Barium. 
carbonat neutralisiert, von Bariumsulfat abfiltriert und das Filtrat im 
Vakuum zur Trockne eingedampft., 

Der Riickstand wurde zweimal mit 96proz. und darauf zweimal mit 
90proz. Alkohol ausgekocht. Schon aus der abgekiihlten alkoholischen 
Lésung schied sich Arabinose kristallinisch aus. Sie wurde abfiltriert, mit 
Alkohol und Ather gewaschen und im Vakuumexsikkator iiber Schwefel- 
séiure getrocknet. 


Arabinose I = 2,0 g. 


Die alkoholische Lésung wurde zum Sirup eingedampft. Nach einigem 
Stehen schied sich eine zweite Kristallisation aus. Die Kristallmasse wurde 
mit 90proz. Alkohol verrieben, abgesaugt, mit Alkoho] und Ather gewaschen 


und im Vakuum getrocknet. 
Arabinose II = 1,1 g. 


Das Filtrat wurde wieder zu Sirup eingedampft, worauf eine dritte 


Kristallisation erfolgte. 
Arabinose III = 2,1 g. 


1) Andrlik und Votctek, Ber. d. Versuchsstation f. Zuckerindustrie 
in Prag 1897, S. 11; Zeitschr. f. Zuckerindustrie in Béhmen 1898, 8S. 248. 
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Das Filtrat wurde nicht weiter untersucht. 
Gesamtausbeute : 5,2 g kristallisierte 1-Arabinose aus 7,35 g Araban. 
Arabinose I zeigte fa], = + 100,7° 
a Il a {ajp = + 96,6° 
» Ill - {a]jp = + 101,5° 


Elementaranalyse der Arabinose 1 (2 Tage im Vakuum iiber Schwefel- 
siure getrocknet). 
0,1609 g Substanz: 0,2314g¢ CO,, 0,0951 g H,O. 
C,H,»O;. Ber.: C 39,97, H 6,67. 
Gef.: C 39,23, H 6,61. 


Ill. Versuch einer Reinigung des Arabans durch fraktionierte alkoholische 
Auskochungen nach vorangegangener Dialyse. 


In einem weiteren Falle wurde das aus Hydropektin von Riibenschnitzeln 
mit 70proz. Alkoho] erhaltene Roharaban, in Wasser gelést, zundchst 
der Dialyse unterworfen, indem man die etwa 35proz. wasserige Lésung 
mit Toluol iiberschichtet in einem Pergamentschlauch mehrere Tage in 
einem groBen, mit destilliertem Wasser gefiillten Zylinder einhangte. Nach 
3 Tagen ergab die AuBenfliissigkeit, zur Trockne verdampft, einen braun 


gefarbten Riickstand mit der spezifischen Drehung [a]p) = 62,5°. Die 
Dialyse wurde mit frischem Wasser wiederholt, wobei sich die spezifische 
Drehung des herausdialysierten Kérpers auf [a]p = — 115° erhdhte. 


Dann wurde die im Schlauch zuriickgebliebene Arabanlésung im 
Vakuum zur Trockne verdampft und der Riickstand mit Alkohol ver- 
schiedener Konzentration fraktioniert ausgekocht. 


lalp = 
1. Mit 96proz. Alkohol ausgekocht 1,4 g Araban mit Sew 
3. » 8 . 9» » 14¢ o a — 135,3° 
Sw BD xs ” *» 0,7 2 a » — 1423° 
jw © ox »» *” 0,52 » *% 140,5° 
5. , 90 ,, ” ” 0,6 g ° os ~ 145,7° 
A. ~. © . “oa ” 042 - oe 156,0° 


7. Mit 80proz. Alkohol erhitzt, lést sich der gesamte Arabanriickstand 
zu einer braunen Lésung, die sich mit Tierkohle etwas entfirben lieB und, 
im Vakuum zur Trockne verdampft, einen hellbraunen Riickstand ergab, 
der eine spezifische Drehung von [a], = — 173,5° besaB. Die Substanz 
reagierte in wisseriger Lésung sehr schwach sauer und reduzierte 
Fehlingsche Lésung in geringem Mabe. 

Die Substanz von der dritten alkoholischen Auskochung wurde im 
Vakuum bei 78° iiber Phosphorpentoxyd getrocknet und damit eine Pentosen- 
bestimmung nach der Salzsaéuredestillationsmethode von Tollens angestellt : 


Angewandte Substanz . . . . . . 0,1069¢ 
Erhaltenes Furfurol- Phiorogiusid. . . . 0,0760 g, 
dem entspricht 0,0897 g Arabinose oder 83,9 Proz. Arabinose. 


Elementaranalyse der Substanz von der sechsten alkoholischen Aus- 
kochung (im Vakuum bei 78° iiber Phosphorpentoxyd getrocknet). 


0,0841 g Substanz: 0,1287 g CO,, 0,0437 g H,O, 0,0004 g Asche. 
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Nach Abzug der Asche (4,7 Proz.) berechnet sich auf 0,0837 g aschen. 
freie Substanz bezogen: 
Gef.: C 41,94 H 5,84 O 52,22 
2(C,;H,O,)— H,O. Ber.: C 42,55 H 6,38 O 51,07 
3 (C,;HyO,) — 2H,O. Ber.: € 40,60 H6,75 052,65 


IV. Verschiedene Abdnderungen der Darstellungsweise von Araban. 


Um das durch Saéuren sowie durch Aschenbestandteile von vornherein 
noch stark verunreinigte Roharaban in anderer Weise zu reinigen, wurden 
folgende Versuche angestellt. 


a) Behandlung des Roharabans mit Calciumcarbonat. 


Roharaban aus Hydropektin von Riibenschnitzeln wurde in wasseriger 
Lésung mit Calciumcarbonat bis zur Neutralisation auf dem Wasserbad 
erhitzt, die Lésung filtriert und im Vakuum zur Trockne verdampft. Dieser 
braun gefarbte Riickstand wurde wie oben mit Alkohol verschiedener 
Konzentration ausgekocht, ohne da® es jedoch méglich gewesen ware, 
nach dem Eindampfen der alkoholischen Lésungen Substanzen zu erhalten 
die frei von Asche oder ohne Reduktionsvermégen waren. Die Drehung 
der Riickstande der einzelnen Auskochungen erhéhte sich von anfangs 
{a]jp = — 86,8° bis zu [a]p = — 140° in den letzten Fraktionen. 


b) Behandlung des Roharabans mit Kalkwasser. 


7,4g luftrockenes Roharaban, das durch Auslaugen von Hydro. 
pektin aus Riibenschnitzeln erhalten war, wurde in 50 ccm Wasser geldst 
und Kalkwasser bis zur deutlich alkalischen Reaktion zugegeben. Dann 
wurde unter Erhitzen Kohlenséure eingeleitet zur Ausfallung des iiber- 
schiissig gelésten Kalkes. Die Lésung wurde nach dem Filtrieren im 
Vakuum zur Trockne eingedampft und der braunlich gefarbte Riickstand 
darauf hintereinander mit Alkohol verschiedener Konzentration ausgekocht 

1. Auskochung mit 250 ccm 96 proz. Alkohol (1 Stunde). Die alkoholische 
Lésung ergab, im Vakuum zur Trockne verdampft, einen braunen Riickstand 
(1,34 g), der calciumhaltig war und Fehlingsche Lésung reduzierte. Das 


spezifische Drehungsvermégen dieser Substanz war [a]p = — 94,4°. 
2. Eine zweite Auskochung mit 96proz. Alkohol ergab eine Substanz 
(0,32 g) mit der spezifischen Drehung [a]p = — 124,7°. 


3. Durch eine dritte Auskochung mit 90 proz. Alkohol wurde ein Araban 
(0,96 g) erzielt mit [a]p = — 135,7°. 

4. Beim Auskochen mit 80proz. Alkohol léste sich der gesamte Araban- 
riickstand zu einer triiben, braunen Lésung. Die filtrierte Lésung ergab, 
im Vakuum zur Trockne verdampft, einen braunen, etwas hygroskopischen 


Riickstand (1,8g), der eine spezifische Drehung [a]p = — 170° besab. 
Dieses Araban wurde zweimal mit 90proz. Alkohol ausgekocht, wobei 
Substanzen (0,45 g) ausgelaugt wurden von [a], = — 150°. 


Der in 90proz. Alkohol unlésliche Anteil des Arabans zeigte im Vakuum 
bei 78° iiber Phosphorpentoxyd getrocknet das spezifische Drehungs- 
vermégen [a]p = — 172,9°. 

Der gelbbraunliche K6érper war nur wenig aschenhaltig, zeigte nur 
schwach saure Reaktion und besa® eine geringe Reduktionsfahigkeit . 

Elementaranalyse des letztgewonnenen vakuumtrockenen Arabans 
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0,1621 g Substanz: 0,2642g CO,, 0,0861g H,O, 0,0017g Asche; 
auf aschenfreie Substanz (0,1604 g) bezogen: 
fir 2C,H,O,—2H,O. Ber.: C 45,4 H 6,1 O 48,5 
Gef.: C 44,92 H5,97 O 49,11 


c) Behandlung des Arabans mit Barytwasser. 


Roharaban von Hydropektin aus Riibenschnitzeln wurde in Wasser 
gelést und Barytwasser bis zur alkalischen Reaktion zugesetzt. Dann 
wurde Kohlenséure zur Fillung des iiberschiissigen Bariums eingeleitet 
und erhitzt, hiernach filtriert und die Lésung im Vakuum zur Trockne 
eingedampft. Durch fraktionierte Auskochung mit Alkohol fallender 
Konzentration (96- bis 84proz.) lieBen sich Substanzen erzielen mit 
falp = — 55,6° bis [a]p = — 119,3°. Mit der héheren spezifischen Drehung 
nahm die Reduktionsfahigkeit ab. 

Der schlieBlich in 84proz. Alkohol unléslich verbleibende Riickstand 
wurde in wenig Wasser gelést und mit einem groBen Uberschu8 von Alkohol 
versetzt, worauf ein gelbbrauner Niederschlag ausfiel, der, mit Alkohol und 
Ather gewaschen und im Vakuum getrocknet, ein spezifisches Drehungs- 


vermégen [a]p = — 101,3° zeigte. Die Lésung dieser Substanz reagierte 
neutral, reduzierte Fehlingsche Lésung nur wenig, enthielt aber Barium- 
jonen. 


Um ein aschendrmeres Produkt zu erhalten, wurde die Substanz in 
wenig Wasser gelést, mit Schwefelséure schwach angesiuert und die nach 
dem Filtrieren klare Lésung in Alkohol eingetropft. Das ausfallende, 
gelbbraun gefarbte Araban wurde abfiltriert, mit Alkohol und Ather ge- 
waschen und zeigte, im Vakuum bei 78° getrocknet, eine spezifische Drehung 
falp = — 99,4°. Die Lésung der Substanz reagierte schwach sauer und 
reduzierte wenig. Der Kérper besaB geringen Aschengehalt. 


d) Behandlung des Roharabans mit Bleicarbonat. 


Roharaban aus Hydropektin von Riibenschnitzeln wurde in Wasser 
gelést und unter Erhitzen auf dem Wasserbad Bleicarbonat zur Neutrali- 
sation zugegeben. Die filtrierte Lésung ergab, im Vakuum zur Trockne 
verdampft, einen braun gefarbten Riickstand, der mit 95proz. Alkohol 
ausgekocht wurde. Hierbei gingen Substanzen in Lésung, die eine verhaltnis- 
maBig niedrige spezifische Drehung ({a]p = — 59,7°) zeigten und Fehlingsche 
Lésung deutlich reduzierten. 

Der in 95proz. Alkohol unldsliche Riickstand wurde in wenig Wasser 

gelést und die Lésung mit Alkohol iibersattigt, worauf ein gelblicher, 
flockiger Niederschlag ausfiel. Dieser Niederschlag wurde abgesaugt und 
in 70proz. Alkohol suspendiert, worin er bis auf geringe Mengen in Lésung 
ging. 
Der hierbei ungelést verbleibende Riickstand zeigte nach dem Ab- 
filtrieren und Trocknen eine spezifische Drehung von [a]p = — 19,2°. 
Er war bleihaltig und gab deutlich positive Orcin- und Naphthoresorcin- 
reaktion, so daB anscheinend ein Gemisch von Araban und dem Bleisalz 
einer Galakturonsdure oder Saponin enthaltenden Substanz vorlag. 

Die alkoholische Arabanlésung, von der der eben beschriebene Nieder- 
schlag abfiltriert worden war, wurde im Vakuum zur Trockne eingedampft, 
wodurch man zu einem gelbbraunen, schwach sauren und schwach redu- 
tierenden Araban gelangte, das, im Vakuum bei 78° getrocknet, eine 
spezifische Drehung [{a];, = — 149,4° zeigte. 
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Elementaranalyse des vakuumtrockenen Arabans. 
0,1999g Substanz: 0,3093g¢ CO,, 0,1053¢ H,O, 0,0028¢ Asche. 


Nach Abzug der Asche (1,4 Proz.) berechnet sich: 


fiir 2C,H,O,—H,O. Ber.: © 42,55 H6,38 051,07 
Gei.: © 42,8 H5,98 065,22 


V. Araban, durch Eintragen von Hydropektinlésung in Alkohol erhalten. 


Um ein Araban zu bekommen, das méglichst schonend behandelt 
und nur kurze Zeit der Warme ausgesetzt war, wurden frisch hergestel|te 
Hydropektinausziige aus Riibenschnitzeln nicht vollkommen zur Trockne 
eingedampft, sondern nur auf ein kleineres Volumen, und dieses in Alkoliol 
eingetragen, so daB eine Fliissigkeit von etwa 70proz. Alkoholgehalt ent. 
stand. 

Nach dem Abfiltrieren des hierbei ausgefallenen Calcium-Magnesium- 
salzes der Pektinséure ergab die im Vakuum zur Trockne verdampite 
alkoholische Lésung einen braun gefairbten Riickstand. Diese Masse wurde 
hintereinander mit 90-, 85- und 83proz. Alkohol auf dem Wasserbad und 
mit RiickfluBkiihler ausgekocht. 

Durch die letzte Auskochung (mit 83 proz. Alkohol) lieB sich ein Arahan 
erzielen, das ein spezifisches Drehungsvermégen von [a]p) = — 164,2°, 
einen nur geringen Aschengehalt und ebenfalls eine nur schwache Reduktions- 
‘ahigkeit besaB. Eine Furfurolsalzsiuredestillation ergab mit 0,2250 ¢ 
dieser Substanz (im Vakuum bei 78° getrocknet) 0,1803 g Phloroglucid. 
Dem entspricht 0,2042 g Arabinose oder 90,7 Proz. Arabinose in dem unter. 
suchten Araban. 

Der bei den obigen alkoholischen Auskochungen unldésliche Riickstand 
wurde in wenig Wasser gelést und die Fliissigkeit in Alkohol eingetragen. 
Es fiel ein graubrauner, voluminéser Niederschlag, der, abgesaugt, mit 
Alkohol und Ather gewaschen und bei 109° getrocknet, ein spezifisches 
Drehungsvermégen [a]p = — 101,5° zeigte. Die Substanz war aschenhaltig 
und reduzierte schwach Fehlingsche Lésung. 

Um ein méglichst aschenarmes Araban zu erhalten, wurde die letztere 
Substanz in wenig Wasser gelést, die Lésung mit etwas verdiinnter Oxal- 
siure versetzt und nach dem Abfiltrieren des ausgefallenen Calciumoxalats 
in Alkohol eingetropft. Das in gelbbraunen Flocken ausgefallene Araban 
wurde abfiltriert, mit Alkohol und Ather gewaschen und im Vakuum bei 
78° getrocknet. Die Substanz zeigte eine spezifische Drehung von 
[a]p = — 70,9° und besaB nur geringes Reduktionsvermégen. 


Elementaranalyse des vakuumtrockenen Arabans: 
0,1825 g Substanz: 0,2847 ¢ CO,, 0,0912 g H,O, 0,0041 g Asche. 
Nach Abzug der Asche (2,25 Proz.) berechnet sich: 


fiir 2C,H,O,—2H,O. Ber.: C4545 H6,06 0 48,49 
Gef.: C 43,53 H5,72 050,75 
fiir 2C,H,»O,—H,O.  Ber.: €42,55 H6,38 051,07 


Die obenstehenden Untersuchungen lassen erkennen, wie schwierigz 
es ist, aus dem Roharaban einen einheitlichen Kérper zu isolieren. Die 
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Analysenwerte der bei den verschiedenen Trennungsverfahren erhaltenen 
Praparate zeigten wechselnde Ubereinstimmung mit den Formeln: 
2C,H,O,— 2 H,O, 
2C,;H,O,— H,0, 
3C,H,O,— 2H,0, 
oder aber es wurden dazwischen liegende Zahlenwerte gefunden, so daB 
man sich ein Gemisch dieser Anhydride vorstellen kénnte. 

Die verschiedenen erhaltenen Arabanpraparate zeigten ein sehr 
wechselndes Verhalten gegeniiber Fehlingscher Lésung. Teils reduzierten 
sie diese nur sehr schwach, teils wieder starker. Die am héchsten drehenden 
Arabane reduzierten Fehlingsche Lésung gewéhnlich nur sehr wenig, 
wihrend die Arabane mit niedrigerer Drehung viel mehr Kupferoxydul 
aus der heiSen alkalischen Kupferlésung abschieden. 

Die Reduktionszahl steigt offenbar zumeist in dem MaBe, wie das 
Arabanmolekiil Hydrolyse durch die stets nebenher vorhandene Séure 
erfahren hat. Der Léslichkeit des Calcium-, Barium- und Bleisalzes ent- 
sprechend, die in den vorstehenden Versuchen die Arabansubstanz haufig 
verunreinigten, ist anzunehmen, daB diese Séure hauptsichlich die Essig- 
siure ist neben Spuren von Pektinséure oder daraus abgespaltener Galak- 
turonséure oder von Saponinsubstanzen, die ebenfalls in die alkoholischen 
Extrakte des Hydropektins mit iibergegangen waren. Dadurch, da8 mehr 
der minder groBe Mengen von Saéuren auf das urspriingliche Araban ein- 
wirken, werden die maskierten Aldehydbindungen der Arabinosegruppen 
gesprengt und unter Umstanden rechtsdrehende Arabinose selbst frei. 
Hierdurch wird ohne weiteres die Zunahme der Reduktion wie die Abnahme 
der Linksdrehung der betreffenden isolierten Arabane oder Arabangémische 
verstandlich, ebenso wie die Zunahme ihrer Léslichkeit in Alkohol und 
ihrer hygroskopischen Eigenschaften. 


V1. Bestimmung der Essigsdure im Araban. 


Es wurde versucht, nachzuweisen, daB das Roharaban stets durch 
Essigsaéure und ihre Salze verunreinigt ist, die durch Einwirkung des heiBen 
Wassers auf das Calcium-Magnesiumsalz der Pektinsiure wahrend der 
Auskochung des Riibenmaterials und beim weiteren Eindampfen der 
Extrakte entstehen. 7 

Zu diesem Zwecke wurde eine wésserige Lésung von 3,13 g Roharaban 
aus Hydropektin von Riibenschnitzein zunichst direkt mit Wasserdampf 
destilliert. 1 Liter des iibergehenden Destillats verbrauchte zur Neutrali- 
sation gegen Phenolphthalein 2,4 cem n/10 Natronlauge. Nunmehr wurde 
die zuriickbleibende Lésung mit so viel verdiinnter Schwefelsiure versetzt, 
daB eine etwa 1 proz. schwefelsaure Lésung entstand, und mit Wasserdampf 
weiter destilliert. 


Das 2. Liter Destillat neutralisierte 8,5 ccm n/10 NaOH 


sa” « °° % 4,8 ., n/10NaOH 
o & ¢ o» o» 17 ,, n/l0 NaOH 


Der Gesamtverbrauch von 17,4 cem n/10 Natronlauge entspricht einer 
Menge von 0,1044g Essigsiure oder 3,3 Proz. Essigsdure in dem Araban. 

Naheres iiber genauere Essigséiurebestimmungen, bei denen auch die 
in geringer Menge vorhandene Ameisensdiure mit beriicksichtigt wurde, 
siehe im, Kapitel iiber die Essigsiurebestimmung in der Pektinséure (S. 304, 
305, 311, 312 u. 320). 
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VII. Versuche zur Acetylierung und Benzoylierung von Araban. 

Acetylierung. 1g Araban aus Hydropektin von Riibenschnitzeln »)j; 
der spezifischen Drehung von [a]p = — 142,4° wurde in einem kleiner, 
Kélbchen mit 10 ccm Essigsiureanhydrid iibergossen und nach Zuval. 
von einem Kérnchen Chlorzink auf dem Drahtnetz bei kleiner Flat. 
gekocht. Nach einer halben Minute wurde das Araban sirupartig und rac} 
2 bis 3 Minuten war alles mit brauner Farbe in Lésung gegangen. [\: 
Fliissigkeit wurde nach dem Abkiihlen in kaltes Wasser gegossen, wol 
sich das acetylierte Produkt erst sirupférmig abschied, nach einigem Stehe: 
aber fest wurde. Dieser Kérper wurde nach dem Abfiltrieren im Morse; 
mit Wasser zur Entfernung der sauren Reaktion verrieben und im Vakuuy 
iiber Schwefelséure getrocknet. 

Die gelbbraune, pulverférmige Substanz (0,9 g) war in Alkohol, Chloro. 
form, Pyridin und Essigester in der Hitze léslich, unléslich in Wasser, 
Ather, Petrolither und Benzol. 

Es wurde eine Umfallung des Kérpers vorgenommen durch Lésen iy 
Chloroform, Entfarben mit Tierkohle, Filtrieren und Versetzen mit weniy 
Ather. Der teils flockig, teils sirupés ausfallende Niederschlag wurde ab. 
filtriert und im Vakuum iiber Schwefelséure getrocknet, wobei wieder 
eine hart werdende, pulverige Masse erhalten wurde. 

0,1169 g dieser getrockneten Substanz wurden in einem kleinen Kélbchen 
in 20cem Alkohol suspendiert und 20ccem n/10 Natronlauge zugegeben 
Nach 24 Stunden langem Stehen im gut verschlossenen Kélbchen wurde 
mit 10,2 cem n/10 Schwefelsiure zuriicktitriert. 

Verbrauch: 9,8 ccm n/10 Natronlauge, entsprechend 0,0421 g Acety’. 

Demnach im acetylierten Araban: 38,0 Proz. Acetyl. 

Fiir ein Diacetyl-monoanhydro-araban entsprechend der Forme! 
{[(C;H,O, — H,O). (CH,CO),}, wiirde sich ein Gehalt von 39,8 Proz. Acety! 
berechnen. 

Leider reichte die geringe Menge Substanz fiir weitere Untersuchungen 
zur Bestétigung dieser Formel nicht aus, insbesondere, ob es sich um ein 
bi- oder trimolekulares Polymeres handelte. 

Benzoylierung. Bei der Benzoylierung des Arabans mit Benzoylchlorid 
und Natronlauge gelangte man nur zu halbfesten, meist gummiartigen 
Produkten, die nicht weiter untersucht wurden. 


VIII. Versuche zur Bestimmung des Molekelgewichts des Arabans. 
1. 0,3457 g im Vakuum getrocknetes, schwach reduzierendes Araban 
({a]p = — 150,2°) wurden in 10,0 g Wasser gelést. 
Gefrierpunktserniedrigung* 4; = 0,150°. ‘ 
; Molekelgewicht = 428. 
2. 0,1960g vakuumtrockenes, wenig reduzierendes Araban ((a}; 
= — 149,4°) wurden in 10,0¢ Wasser gelést. 
Gefrierpunktserniedrigung 4; = 0,072°. 
Molekelgewicht = 352. 
Berechnetes Molekelgewicht fiir 


2C,H,O,— 2H,O = 264 
3C,H,O,— 3H,O = 396 
4C,H,O,— 4H,O = 528 
2C,H,O,— H,O = 282 


3C,H,O,—2H,O = 414 
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Aus den beobachteten Molekelgewichten ware mit einer gewissen 
Wahrscheinlichkeit zu folgern, daB das Arabanmolekiil in den vorliegenden 
Fallen nur aus einem Komplex von zwei oder drei Arabinoseanhydriden 
besteht. 


IX. Hydrolyse des Arabans mit Schwefelsdure. 


a) Gewinnung von kristallisierter Arabinose. 


Im folgenden wurden Untersuchungen angestellt, Roharaban durch 
saurehydrolyse zu spalten und die dabei frei werdende Arabinose zu ge- 
winnen und naher zu identifizieren. AuBer diesem war kein anderes Kohlen- 
hydrat im Araban nachweisbar. 

5g im Vakuum bei 78° getrocknetes Roharaban aus Hydropektin von 
Riibenschnitzeln wurden in 300 ccm Iproz. Schwefelséure gelést. 

Drehung dieser Lésung im 1-dm-Rohr ap = — 1,74° = — 5,0° Sac- 
harose. c = 1,66. 

{a]p = — 104,8°. 


Die Fliissigkeit wurde zuerst auf dem Wasserbade am RiickfluBkiihler 
erhitzt, dann iiber freier Flamme gekocht. 


Drehung nach: 


1 Minute langem Erhitzen ap = — 5,0° Saccharose 1 = | 
2 Minuten A » ap = —5,0 . l= 1 
3 ” ” ” ap>->- 3,5 ” 1 = 1 
10 i a Kochen ap = + 3,2 - l= 1 
Drehung nach weiteren 
30 Minuten langem Kochen ap = + 4,5 - i = } 
20 ” ” ” ap => + 4,7 ” 1 = ]j 
10 ” ” ” ap = + 4,7 ” 1 = ] 


Da [a]p = - —s wurde fiir [a}p die spezifische Drehung der Arabinose 

104,5° eingesetzt, so daB man aus dieser Gleichung schon direkt die 
Menge der Arabinose in der obigen Lésung berechnen konnte. ¢ = 1,56, 
also in der Lésung 4,68 g Arabinose aus 5 g Araban. Das entspricht einer 
Ausbeute von 93,6 Proz. Arabinose aus Araban. 

Die Lésung wurde mit Bariumcarbonat unter Erhitzen auf dem Wasser- 
bad neutralisiert, mit. Tierkohle entfarbt, filtriert und im Vakuum zur 
Trockne verdampft. Der gellt.gefarbte Riickstand wurde erschépfend mit 
85proz. Alkohol ausgekocht und die alkoholischen Lésungen zum Sirup 
eingedampft, aus dem’ in kurzer Zeit Arabinose auskristallisierte. Die 
Kristallmasse wurde mit 90proz. Alkoho} verrieben, abgesaugt, mit Alkohol 
und Ather nachgewaschen und im Vakuum getrocknet. 

Das Filtrat der Arabinose wurde wieder zum Sirup eingedampft, 
aus dem nach einigem Stehen eine zweite Kristallisation erfolgte. Auch diese 
Arabinose wurde abfiltriert und wie oben gewaschen und getrocknet. 

Gesamtgewicht der erhaltenen vakuumtrockenen Arabinosekristalle : 
1,549, dem entspricht eine Ausbeute von 90,8 Proz. Arabinose auf Araban 
berechnet. 

Das Endfiltrat wurde zum Sirup eingedampft und mit Salpetersiure 
vom spezifischen Gewicht 1,15 zur Priifung auf Galaktose oxydiert. Schleim- 
siure war jedoch nicht nachzuweisen. 
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Die erhaltene Arabinose wurde noch einmal aus Alkohol umkristallisio- 
und im Vakuum iiber Schwefelséure getrocknet. 


0,1841 g der vakuumtrockenen Arabinose wurden in 10 cem Wasse; 
gelést. c = 1,84. 


Enddrehung der Lésung im 2-dm-Rohr (nach 8 Stunden): ap = + 3,82 
{[alp = + 1038,8°. 
Elementaranalyse: 0,1763g Substanz: 0,2560g CO,, 0,1041g H,0 


C,H, 0O;. Ber.: C 39,98 H6,67 053,35 
Gef.: C 39,60 H6,61 053,79 


b) Darstellung von 1-Arabinose-Benzylphenylhydrazon. 


Roharaban aus Hydropektin von Riibenschnitzeln wurde, wie |» 
dem vorigen Versuch beschrieben, mit 1 proz. Schwefelséure erhitzt, bis dj 
Drehung der Lésung konstant geworden war. Dann wurde die Fliissigkeit 
unter Erhitzen auf dem Wasserbad mit Bariumcarbonat neutralisiert 
nach dem Filtrieren im Vakuum zur Trockne verdampft und der gell 
braune sirupése Riickstand mit 85proz. Alkohol ausgekocht. 

Bei der Auskochung mit Alkohol hinterblieb ein Riickstand, der jy 
Wasser gelést und durch Eintragen in Alkohol wieder ausgefallt wurde 
Diese Substanz war bariumhaltig und -gab stark die Naphthoresorcin 
reaktion. Es war das Bariumsalz einer Aldehydcarbonsaure, die in geringen 
Mengen aus der Pektinséure und wohl auch aus dem Saponin herstammen! 
als verunreinigender Bestandteil dem Roharaban beigemischt ist. 

Die alkoholischen Auskochungen wurden nun zum Sirup eingedam)pt 
der nach einigem Stehen kristallinisch erstarrte. 4,9 g dieser Kristallmass: 
wurden in einem Becherglase in 70 cem 75proz. Alkohol gelést und dazu 
72 Benzylphenylhydrazin zugegeben. Nach 3 Minuten langem Erwarmen 
der entstandenen Lésung auf dem Wasserbad begann die Ausscheidung 
des Hydrazons in gelblichen Flocken. Nachdem das Ganze noch 2 Minuten 
erwirmt und dann abgekiihlt wurde, schied sich das Hydrazon sehr bald in 
groBen Mengen aus, die den ganzen Raum des Becherglases breiartig er 
fiillten. SchlieBlich wurde das gelb gefirbte Hydrazon abgesaugt, mit 
75- und 96proz. Alkohol, dann mit Ather nachgewaschen und im Vakuum 
iiber Schwefelséure getrocknet. Die schon schneeweiB aussehende Substanz 
(5,15g) wurde aus 75proz. Alkohol umkristallisiert und zeigte, im Vakuum 
iiber H,SO, getrocknet, den Schmelzpunkt des 1-Arabinose-Benzylpheny!- 
hydrazons 173 bis 174°, wihrend Ruff und Ollendorf*) 174° gefunden haben 

Das Hydrazon zeigte in methylalkoholischer Lésung die spezifische 
Drehung [a]p = — 12,3°. Browne und Tollens*) fanden [a]p)p = — 12,1’. 


Stickstof/bestimmung: 0,2876g vakuumtrockone Substanz, 21,9 ccm 
Stickstoff, Temperatur = 20°, 6 = 752 mm. 


Fiir C,,H,,0,N,. Ber.: 8,48 Proz. N 
Gef.: 8,60 ,, N 


Das alkoholische Filtrat des Hydrazons wurde mit Wasser versetzt 
zur Ausfallung von weiterem Hydrazon. Aus der erst nur getriibten Lésung 


1) Ber. 82, 3224, 1900. 
*) Ber. 85, 1461, 1902. 
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schied sich nach langerem Stehen ein Kérper in flockiger Form ab. Es wurde 
abfiltriert, wie oben gewaschen und getrocknet (1,84 g). Nach zweimaligem 
Umkristallisieren aus Alkohol zeigte er den Schmelzpunkt 170 bis 171° und 
nach nochmaligem Umbkristallisieren schmolz er bei 173° und erwies sich 
ebenfalls als Arabinose-Benzylphenylhydrazon, von dem in ganzen 6,99 g 
in reiner Form gewonnen wurden. 


ec) Darstellung von |-Arabinose-a-Methylphenylhydrazon. 


0,5 g aus der Hydrolyse des Roharabans erhaltene Arabinose wurde 
n 3cem Wasser gelést und 0,4 g¢ a-Methylphenylhydrazin, in Alkohol 
gelést, zugegeben. Nach kurzer Zeit triibte sich die Lésung und die Kri- 
stallisation begann. Nach 3 Stunden wurden die Kristalle abgesaugt, 
zweimal aus heiBem Wasser und einmal aus 30proz. Alkohol umkristallisiert. 

Das schneeweiS aussehende 1-Arabinose-a-Methylphenylhydrazon 
zeigte den Schmelzpunkt 164°. Miither und Tollens') fanden ebenfalls 
lafiir 164°. 


Caleium-Magnesiumsalz der Pektinsiure. 


Um den zweiten Bestandteil des Hydropektins, das Calcium-Magnesium- 
salz der Pektinsdure, in gréBeren Mengen zu gewinnen, wurden die wie 
beschrieben erhaltenen gelb bis braun gefairbten, harten gelatineartigen 
Blattchen des Hydropektins aus Riibenschnitzeln zunichst im Moérser 
zu grobkérnigem Pulver zerrieben, um die nachfolgende Auslaugung mit 
70proz. Alkohol noch wirksamer zu gestalten. 

Diese Auslaugung wurde in der Kalte und unter Erhitzen auf demWasser- 
bade in einem Rundkolben mit aufgesetztem RiickfluBkiihler unter wieder- 
holtem Ersatz des angewandten Alkohols vorgenommen. Als das Lésungs- 
mittel bei dem Auskochen fast farblos blieb und keine Drehung mehr zeigte, 
wurde das rohe Calcium-Magnesiumsalz der Pektinséure abfiltriert, mit 
Alkohol und Ather nachgewaschen und bei 110° getrocknet. 

15 g dieses grau aussehenden Salzes wurden in 500 cem Wasser gelést 
und diese triibe, etwas dickfliissige Lésung mit Kieselgur filtriert, was nur 
sehr langsam vonstatten ging. Das Filtrat von gelblicher Farbe wurde in 
2 Liter Alkohol eingetropft, wobei sich das Calcium-Magnesiumsalz in 
weiBlich bis gelblich gefarbten, gallertartigen Flocken absetzte. Es 
wurde abfiltriert und in Alkohol suspendiert, um dem Niederschlag 
das beim Ausfallen mit eingeschlossene Wasser zu entziehen. Dieser Wasser- 
entzug machte sich durch Schrumpfen der zuerst stark voluminés aus- 
vefallenen Substanz bemerkbar. Nach 3 Tage langem Stehen unter Alkohol 
wurde das Salz abfiltriert und in Ather eingetragen, wo es sich vollends 
zusammenballte und pulverférmig wurde. Nach weiteren 2 Tagen Stehen 
unter Ather wurde die Substanz abgesaugt, noch einmal mit Ather nach- 


| gewaschen, im Vakuum bei 100° iiber Phosphorpentoxyd getrocknet und 


schlieBlich als ein schwach graues Pulver im Gewichte von 11 g erhalten. 
0,2088 g trockener Substanz wurden in 20 cem Wasser gelést. c = 1,04. 
Drehung im 1l-dm-Rohr ap = + 1,28°. 


{a]p = + 124,5°. 


1) Miither und Tollens, Ber. 37, 312, 1904. 
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Die Lésung verhielt sich praktisch neutral. Das Calcium-Magnesiumsa|, 
wurde noch einmal umgefallt, indem es in 400 cem Wasser gelést und di. 


Fliissigkeit in 2 Liter Alkohol eingetropft wurde. Der gallertartig in Flocke 
ausfallende Niederschlag wurde wie oben abfiltriert, in Alkohol, dann j 
Ather suspendiert und im Vakuum bei 100° getrocknet. 


0,1897 g des vakuumtrockenen Salzes wurden in 10 cem Wasser geldst 
c 1,9. Drehung im 0,5-dm-Rohr ap = + 1,25°. 


[a]p = + 181,6°. 


Die Substanz wurde dann noch ein drittes Mal aus wiasserige 


Lésung mit Alkohol umgefallt und auf die oben beschriebene Weis 
getrocknet. 


0,1827 g des jetzt rein weiBen vakuumtrockenen Salzes wurden ;; 
10 cem Wasser gelést. ¢ = 1,83. Drehung im 1-dm-Rohr: ap = + 2,36 


{[ajp = + 129°. 
Elementaranalyse der vakuumtrockenen Substanz : 


1. 0,2054g Substanz: 0,3121 g CO,, 0,1024g H,O, 0,0085g Ascly 
(Riickstand im Schiffchen). 


2. 0,1204g Substanz: 0,1810g CO,, 0,0583g H,O, 0,0052g¢ Asch: 
(Riickstand im Schiffchen). 


Gef.: 1. C 43,23 H 5,82 O 50,95 
2. C 42,85 H 5,66 O 51,49 
auf aschenfreie Substanz bezogen (1. 4,4 Proz. Asche, 2. 4,3 Proz. Asche 
Methoxylbestimmung nach Zeisel-Fanto-Stritar : 


1. 0,3958 g vakuumtrockener Substanz liefern 0,1945g Ag J entsprechen 
6,44 Proz. Methoxyl. 


2. 0,2176g vakuumtrockener Substanz liefern 0,1096g AgJ_ ent 
sprechend 6,80 Proz. Methoxyl. 


Aschenanalyse: 1,2712 g im Vakuum bei 100° iiber Phosphorpentoxy 


getrocknetes Calcium-Magnesiumsalz wurden im Platintiegel verascht 


und unter Zusatz von Ammoniumcarbonat gegliiht. Die Carbonat 
asche wog 0,0734g, entsprechend 5,7 Proz. auf Calcium-Magnesium 
salz bezogen. 


Eine genauere Analyse der Carbonatasche ergab: 


angewandt: 0,0734g Asche 
besteht aus: 0,0034 g SiO, = 4,6 Proz. 
0,0027 g Fe,O, + Al,O,= 3,6 , 


0 0391 g Mg,P,O, oder 0,0296 g MgCO, = 40,3 ,, 
0,0241 g CaO oder 0,0430 g CaCO, = 58.6 ,, 
~ 107,1 Proz. 


Die Hauptmenge der Asche des Salzes setzt sich also aus Calciun 


und Magnesium zusammen, wahrend die geringen Mengen von Kiesel- 


séure und Eisen bzw. Aluminiumoxyd offenbar von Verunreinigunge! 
herriihren. 
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Essigsiiure als Bestandteil des Hydropektins und des Calcium-Magnesiumsalzes 
der Pektinsiure. 
Essigsdure im Hydropektin. 

Als bisher iibersehener Bestandteil des Pektins der Riibe wurde 
Essigsdure ermittelt. Um einen Uberblick iiber ihre Mengen darin zu er- 
halten, wurde zundchst im Hydropektin, spaéter im Salz der Pektinséure 
und besonders in der freien Pektinsaure selbst, in deren Molekiil die Acetyl- 
gruppen verankert sind, Bestimmungen der Essigsiure vorgenommen. 

10g im Vakuum bei 100° getrocknetes Hydropektin aus Riiben- 
schnitzeln wurden in einem Rundkolben in 500 ccm Wasser gelést und die 
Lésung in iiblicher Weise mit Wasserdampf destilliert. Die Destillate 
wurden mit n/10 Natronlauge gegen Phenolphthalein titriert. 


1. Liter Destillat neutralisiert 3,4 ccm n/10 Natronlauge 


a. On - a 5,0 ,, + 
4. » % ” 5,6 ,, ” 
5. ow o » 4,0 ,, ” 


Dann wurde die Hydropektinlésung mit 10 cem verdiinnter Schwefel- 
siure versetzt bis zur schwach sauren Reaktion gegen Kongo und mit 
Wasserdampf weiter destilliert. 

6. Liter Destillat neutralisiert 8,4 cem n/10 Natronlauge 


SC. wo * » 14,0 ,, ” 
Sons o» o” 13,3 ,, ” 
9S. ”» * 10,6 ,, ” 
0. *» *” a7 « ” 


Nun wurde zu der Hydropektinlésung so viel verdiinnte Schwefel- 
siure zugegeben, daB eine etwa | proz. schwefelsaure Lésung entstand. 

Diese Fliissigkeit wurde weiter mit Wasserdampf destilliert und die 
Destillate mit n/10 Natronlauge gegen Phenolphthalein titriert. 


11. Liter Destillat neutralisiert 17,4 cem n/10 NaOH 


13. * - 16,5 ,, ” 
13. * ” 7,9 os ” 
14. ,, ” ” 6,7 ,, ” 
aa o» %» 7,4 4, % 
aaa % »» 3,0 ,, » 
~~ w a o» 3,8 ,, » 
16. *» » 2,9 ., ” 


Die Destillate verbrauchten zusammen (18 Liter) zur Neutralisation 
143,8 cem n/10 Natronlauge. Da 1000 ccm n/10 Natronlauge 6,0 g Essig- 
siure neutralisieren, entsprach der Verbrauch von 143,8 cem n/10 Natron- 
jauge einer Menge von 0,863 g Essigséure. 

Also enthalt das Hydropektin 8,6 Proz. Essigsdure. 

Wie spater gezeigt wird, geht mit der Essigsiure stets etwas Ameisen- 
siure mit iiber, die aus Zersetzungen der Kohlenhydrate durch die kochende 
Saéurelésung entstanden ist. Der hierdurch bedingte Fehler ist auf etwa 
8 bis 10 Proz. zu veranschlagen. Dieser Prozentsatz wire also von dem 
obigen Essigsdéuregehalt abzuziehen. 
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Essigsdure im Calcium-Magnesiumsalz der Pektinsdure. 


10g Hydropektin aus Riibenschnitzeln wurden mit 70proz. Alkolio! 


in der Kalte und unter Erhitzen auf dem Wasserbade am RiickfluBkiil)|e: 


erschépfend ausgelaugt. Das unldsliche Calcium-Magnesiumsalz wurde 


abfiltriert, mit Alkohol und Ather nachgewaschen und bei 110° getrocknet 
Es wog 6,87 g. 

Die alkoholische Lésung enthielt also 3,13g Araban in trockenen 
Zustande. In diesem Araban wurde, wie friiher gezeigt (S. 297), nur 3,3 Proz 
Essigsiure gefunden. 

Das bei der alkoholischen Auslaugung des Hydropektins unldéslicl, 
Calcium-Magnesiumsalz der Pektinsdure (6,87 g) wurde in 500 cem Wasse: 
gelést, die Lésung, wie friiher beschrieben, mit Wasserdampf destillier: 
und die Destillate mit n/10 Natronlauge titriert. 


1. Liter Destillat neutralisiert 1,8 ccm n/10 Natronlauge 
2. 9? ” ” 1,0 %9 %” 


Die Lésung des Calcium-Magnesiumsalzes wurde mit verdiinnte: 
Schwefelsiure angesiuert bis zur schwach sauren Reaktion gegen Kongo 
papier und mit Wasserdampf weiter destilliert. 


1. Liter Destillat neutralisiert 10,2 ccm n/10 Natronlauge 


~~ - eo 16,5 ,, ‘ 
os - - 20,0 ,, - 
4. x *» 9° 12,8 ,, o 
5. ows %» 9° 10,8 ,, ” 
Cw - - 6,2 ,, ” 
ae % o» aS « ” 
S. ww a os 3,3 ,, * 
a ns 9 pa ae i a 


Zu der Lésung wurde jetzt so viel verdiinnte Schwefelséure zugegeben, 


daB eine etwa | proz. schwefelsaure Lésung entstand. Diese Fliissigkeit 
wurde mit Wasserdampf weiter destilliert. 


10. Liter Destillat neutralisiert 2,3 cem n/10 Natronlauge 


11. ” ” ” 3,2 ” ” 
12. .* ” Pad 2,6 %° 9° 
13. ” ” ” 1,9 ” ” 


Der Gesamtverbrauch von 101,5ccem n/10 Natronlauge entspricht 
einer Menge von 0,61 g Esigsiure, woraus sich fiir das Calctum-Magnesium- 
salz der Pektinsdure der Gehalt an Essigsdure zu 8,89 Proz. berechnen abt. 

Bei diesem Ergebnis war jedoch die durch Zersetzung der Kohlenhydrate 
entstandene Ameisensiure mitgerechnet worden. Um diesen Fehler zu 
korrigieren, wurden die gesamten neutralisierten Destillate auf ein Volumen 
von 200ccm eingeengt. In der Halfte der Lésung wurde nach der 
Methode von Porter und Ruyssen') die Ameisensiure bestimmt, indem sie 
mit 5g Quecksilberchlorid und 2,75 g Natriumacetat 6 Stunden auf dem 
Wasserbad erhitzt wurde. Nach der Gleichung 


2HgCl, + HCOOH = Hg, Cl, + CO, + 2HCI 


1) Abderhaldens Handb. d. biochem. Arbeitsmethod. 2, 22, 1910. 
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reduziert die vorhandene Ameisenséure das Quecksilberchlorid zu Chloriir, 
welches abfiltriert, getrocknet und gewogen wurde. 


Es wurden 0,2352 g Hg,Cl, erhalten. 
lg Hg,Cl, entspricht 0,0976 g Ameisensaure. 
0,2352 g Hg,Cl, entspricht 0,023 g Ameisensaure. 
In den gesamten Destillaten waren also 0,046 g Ameisensdure enthalten. 
4,6 g¢ Ameisenséiure neutralisieren 1000 ccm n/10 NaOH. 
0,046 g am a 10,0 ,, n/lO NaOH 


Gesamtverbrauch fiir die vorhandene Essigsaure: 101,5—10,0= 91,5 cem 
n 10 NaOH, dem entspricht 0,549 g Essigséure. 

Der genaue Gehalt an Essigsdure betragt also im Calcitum-Magnesiumsalz 
§0 Proz. 

Aus der Gegeniiberstellung scheint zu folgern, da®B die Acetylgruppen 
sich allein in der Pektinséure vorfinden. Die im Araban in freier Form Fe 
und in Form der Salze nachgewiesene Essigsdure (s. 8. 297) ist als verun- “! 
reinigende Beimengung anzusehen, die sich ebenfalls aus der Pektinsaéure ai 
durch hydrolytische Prozesse waihrend der Darstellung gebildet hat. Der en 
wahre Gehalt der Pektinséure an Essigséiure diirfte daher noch héher { 
zu veranschlagen sein. J ne 


Zusammensetzung der Pektinsiure aus Riibenschnitzeln nach verschiedenen a 
Darstellungsverfahren. al 
Pektinsdure (Prdparat 1). 

24,6 g rohes Calcium-Magnesiumsalz der Pektinséure wurden in 900 ccm . 
Wasser unter schwachem Erwarmen auf dem Wasserbade zu einer triiben, 
braunen, schwer filtrierbaren Lésung gelést. Nach Zusatz von 100 ccm 
konzentrierter Salzsiure zu der erkalteten Fliissigkeit hellte sich die Lésung 
etwas auf und wurde diinnfliissiger. Sie lieB sich nunmehr iiber Kieselgur 
filtrieren. Das Filtrat wurde in 3 Liter Alkohol eingetropft, wobei sich die 
Pektinséure in gallertartigen Flocken abschied. Der Niederschlag wurde 
auf groBen porésen Saftfiltern abfiltriert (wobei sich das Filtrat noch als 
optisch aktiv erwies, und zwar zeigte es im 2-dm-Rohr ap = + 0,3° Saccha- 
rose) und in Alkohol suspendiert. Nach langerem Stehen filtrierte man ab ' 
und suspendierte die Pektinséure noch einmal in Alkohol. Nach 3 Tagen } 
wurde die kérniger gewordene Substanz abgesaugt, in Ather einige Zeit 
suspendiert, wiederum scharf abgenutscht und im Mérser so lange ver- 
rieben, bis der Ather verdunstet und die Substanz zu einem weiBen Pulver 
eingetrocknet war. Bei 105° getrocknet, ergab sich eine Ausbeute von 
11,95 g Pektinséure. 

0,2604 g der trockenen Pektinséure zeigten in 10 ccm Wasser geldést 
im 1-dm-Rohr eine Drehung von ap = + 5,34°. Die spezifische Drehung 
betragt also [ajp = + 205,5°. 

0,1302 g Substanz in Wasser gelést verbrauchten zur Neutralisation 
gegen Phenolphthalein als Indikator 2,15 ccm n/10 Natronlauge. 

1g Pektinsdéure neutralisiert demnach 16,5 ccm n/10 NaOH. 


Bei der Veraschung auf dem Platinspatel gab die Pektinsdure einen 
geringen Riickstand, der, in Wasser gelést, alkalisch reagierte und sich als 
Calcium erwies. 


~ ee ee. eres + 
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Die so erhaltene Pektinséure (11,3 g) wurde zur weiteren Reinigyiny 
in 300 cem Wasser geldst, filtriert und die Fliissigkeit in 1200 cem Alk«}\o) 
eingetropft. Die ausgefallene Pektinsiure wurde abfiltriert, zweima| j, 
Alkohol, dann in Ather suspendiert und schlieBlich abgesaugt und im Morse 
zu einem weiBen Pulver verrieben. Bei 110° getrocknet, wog die Pektin. 
séure 9,8 g. 

0,2015 g der getrockneten Saéure wurden in 10 ccm Wasser gelist. 
Drehung im 1-dm-Rohr ap = + 4,37°. 


[a]p = + 216,9°. 


0,1007 g Substanz neutralisierten 1,65 ccm n/10 NaOH. 1g Pektin. 
saure verbrauchten demnach zur Neutralisation 16,4 ccm n/10 Natronlauge 
Die 4 Stunden bei 100° im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd getrocknete 
Pektinsaure lieferte bei der Elementaranalyse folgende Werte: 
1. 0,2189g Substanz: 0,3454¢ CO,, 0,1051g H,O, 0,0012¢ Asche 
= 0,55 Proz.). 
2. 0,1551g Substanz: 0,2458g¢ CO,, 0,0709¢ H,O, 0,0008 ¢ Asche 
(= 0,52 Proz.). 


Hiernach wurde gefunden nach Abzug der Asche: 


C 43,27 H 5,40 0 51,33 
C 43,44 H 5,14 O 51,42 


Methoxylbestimmung nach Zeisel-Fanto-Stritar : 


0,2521 g im Vakuum bei 100° getrocknete Pektinsiure liefern 0,1313 ¢ 
AgJ, dem entsprechen 6,9 Proz. Methoxyl in der Pektinsdure. 


Furfurolbestimmung. 0,2530 g im Vakuum bei 100° getrockneter Pektin- 
siure wurden der Furfurolsalzsauredestillation nach Kréber und Tollens') 
unterworfen. 


Das erhaltene Furfurol-Phloroglucid wog 0,0793 g. 


Bei dem Auslaugen des Phloroglucids mit 96proz. Alkohol bei 60° 
gingen 6,6 Proz. des Niederschlages in die alkoholische Lésung, was auf die 
Anwesenheit von Methylfurfurolphloroglucid?) hindeutete. Der Nachweis 
von Methylpentosen nach Rosenthaler*) — charakteristische Rotfarbung 
beim Erhitzen mit Aceton und Salzsiure — fiel aber sowohl bei der Pektin- 
sdure als auch, wie spiter gezeigt wird (S. 317) in dem bei der Pektinséure- 
spaltung erhaltenen Zuckersirup negativ aus. Es ist demnach anzunehmen, 
da8 der alkohollésliche Bestandteil des oben erhaltenen Furfurol- 
Phloroglucids als ein Zersetzungsprodukt der nebenher in der Pektinsiiure 
vorhandenen Galakturonsdure auftritt. 

Die erhaltene Menge Phloroglucid 0,0793 g entspricht 0,0933 g Arabinose, 
und es wiirde sich demnach ein Gehalt von 36,88 Proz. Arabinose in der 
Pektinsaure berechnen. Wie spater gezeigt wird (S. 316), ist der tatsachliche 
Gehalt an Arabinose viel geringer, da der gréBte Teil des bei der Salzsiure- 
destillation entstehenden Furfurols aus der in der Pektinséure vorhandenen 
Galakturonséure herstammt. 


1) Tollens, Handb. d. Kohlenhydrate 1914, S. 136. 
2) Vototek, Ber. 30, 1195, 1897. 
3) Ann. d. Chem. 48, 167, 1909. 
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Spaltung der Pektinsaéure mit Salzsaéure zu 
Digalakturonsauren. 


7,13g im Vakuum bei 100° iiber Phosphorpentoxyd getrockneter 
Pektinsiure wurden in 200 ccm 2proz. Salzséure ygelést und die schwach 
gelb gefarbte Lésung auf dem Wasserbad erhitzt. Nach etwa 11, Stunden 
trubte sich die Lésung und es fiel ein feiner farbloser Niederschlag aus. 
Nach achtstiindigem Erhitzen, als sich die Menge des Niederschlags nicht 
mehr vermehrte, wurde die Fliissigkeit zum Absitzen des Niederschlages 
|2 Stunden stehengelassen und dann abfiltriert. Auf dem Filter wurde dieser 
mit Wasser nachgewaschen zur Entfernung der Salzsiure und dann mit 
kochendem Alkohol zur Befreiung von Spuren verunreinigender Saponin- 
substanzen und Farbstoffe. Der Niederschlag wurde nunmehr an der Luft 
ausgebreitet liegengelassen zur Verdunstung des Alkohols und darauf in 
kochendem Wasser bei Zusatz von wenigen Tropfen Ammoniak vollkommen 
gelést. Die heiBe Lésung wurde klar filtriert und das abgekiihlte Filtrat 
mit einem Uberschu8 von Salzsaure versetzt, wobei die Digalakturonsdure a 
als schneeweiBer Niederschlag ausfiel, der abfiltriert, in Alkohol, dann in 
Ather suspendiert und im Vakuum bei 100° iiber Phosphorpentoxyd ge- 
trocknet wurde. Ausbeute 2,8 g Digalakturonsdure a entsprechend 39,3 Proz. 
auf Pektinsdure berechnet. 

Die so erhaltene Digalakturonséiure gibt die Orcin- und Naphtho- 
resorcinreaktion sehr deutlich. Sie ist in kaltem Wasser schwer léslich, in 
Salzsiure unléslich und gibt mit Metallsalzen und Erdalkalien flockige, 
zum Teil gallertartige Niederschlage. Die Verbindung stimmt in ihren 
chemischen und physikalischen Eigenschaften und in ihrer Zusammen- 
setzung im wesentlichen mit der Digalakturonséure a iiberein, die friiher 
durch Hydrolyse von Hydropektin mittels 5proz. Salzsiure erhalten war, 
unterscheidet sich aber hiervon der Elementaranalyse zufolge durch einen 
Mehrgehalt von 1 Mol. Wasser, so da®B der vorliegenden Substanz die 
Formel eines Hydrats der Digalakturonsdure a C\,H,.0,..H,O zuzu- 
sprechen ist. 

Elementaranalyse des im Vakuum bei 100° iiber Phosphorpentoxyd 
getrockneten Hydrats der Digalakturonsdure a. 

0,1946 g Substanz liefern 0,2781 g CO,, 0,0782 g H,O, 0,0006 g Asche. 

Auf aschentreie Substanz bezogen (0,1940 g): 

C,.H,,0,..H,O. Ber.: C 38,92 H 4,86 O 56,22 
Gef.: C 39,10 H 4,51 O 56,39 


Die Saéure wurde zur Reinigung noch einmal in kochendem Wasser 
gelést und die filtrierte Lésung nach dem Erkalten mit einem Uberschu8 
von Salzsiure versetzt. Die ausfallenden farblosen Flocken wurden ab- 
filtriert, mit Wasser, Alkohol und Ather, wie oben beschrieben, gewaschen 
und im Vakuum bei 100° getrocknet. 

Die Elementaranalyse der umgefiallten Saure lieferte dieselben Werte 
wie die zuerst erhaltene Saure. 

0,1116 g Substanz (vakuumtrocken): 0,1590 g CO,, 0,0458g¢ H,O, 
0,0004 g Asche. Auf aschenfreie Substanz bezogen (0,1112 g): 


CyeH,.0..-H,O. Ber.: € 38,92 H4,86 056,22 
Gef.: C 39,00 H4,61 056,39 
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0,1440g¢ der vakuumtrockenen Saure neutralisieren 7,8 ccm 1 |() 
Natronlauge. 1g Saure neutralisiert demnach 54,0 cem n/10 NaOH 


CyH,0,(COOH),.H,O. Ber.: 54,0cem NaOH. 


0,1440g der vakuumtrockenen Saéure in 8cem n/10 Natronlang 
gelést, zeigen im 2-dm-Rohr die Drehung aj) = + 10,0°. ¢ = 1,8. 


[ae = + 277,89. 


Zur Bestimmung der Wasserstoffionenkonzentration wurde ein 
0,1 proz. Lésung des Hydrats der Digalakturonsaure a in Wasser hergestell: 
und in dem Michaelis-Walepoleschen Komparator mit den Indikator. 
lésungen verglichen. 

J , . —_— 

Es wurde py = 3,3 gefunden. 


Natriumsalz des Hydrats der Digalakturonsdure a. 

1,0364 g vakuumtrockener Séure wurden in 100cem Wasser suspendiert 
und mit n/10 Natronlauge gegen Phenolphthalein bis zur Neutralisatio: 
titriert. Verbrauch: 55,1 ccm n/10 NaOH. 

Die filtrierte Lésung wurde in einer Platinschale auf dem Wasserba 
auf ein kleines Volumen eingeengt und in Alkohol eingetragen. Das in 
weiBen Flocken ausfallende Natriumsalz wurde abgesaugt, mit Alkolv! 
und Ather gewaschen und bei 110° getrocknet. 

0,1862 g getrockneten Natriumsalzes wurden im Platintiegel mit 
Schwefelsiure abgeraucht, wobei sich 0,0632 g Na, SO, ergaben: 

fiir Cy)H,,O, .(CO,Na),.H,O. Ber.: 11,11 Proz. Na 
Gef.: 11,01 ,, Na 


0,1742 g des getrockneten Natriumsalzes wurden in10ccm Wasser gelést 
Drehung im 2-dm-Rohr: a3 = + 7,77°. 

[a] = + 228,8°. 
Molekulargewichtsbestimmung des Natriumsalzes nach der Methode de: 


Gefrierpunktserniedrigung. 0,3478g vakuumtrockenes Natriumsalz in 
10,0 g Wasser gelést ergaben eine Gefrierpunktserniedrigung A; = 0,160". 


1 ey ea 185,8 . 0,3478 
Mol. Vrew,. = 0,160 
C,,H,O,.Na,.H,O. Ber.: 414 
Gef.: 404 


0,0348 g getrockneten Natriumsalzes reduzieren in der Hitze 0,4 cen 
Fehlingscher Lésung, dementsprechend 1 g 11,5 cem Fehlingscher Lésung. 


Digalakturonsdure b. 


Das salzsaure Filtrat der oben beschriebenen Digalakturonséure a 
wurde mit dem dreifachen Volumen Alkohol versetzt, worauf ein gallert- 
artiger, nach einigem Stehen sich zusammenballender Niederschlag ausfiel. 
die Digalakturonsdure b. Dieser Niederschlag wurde abfiltriert, zur weiteren 
Reinigung noch einmal in wenig Wasser gelést und nach dem Filtrieren 
der Lésung in das fiinffache Volumen Alkohol eingetragen. Die Digalakturon- 
sdure b fiel erst nach Zusatz eines Elektrolyten, z. B. ein wenig verdiinnter 
Salzséure, aus. Nach dem Abfiltrieren des Niederschlages, Eintragen in 
Alkohol, dann in Ather, wurde die Substanz im Mérser zur Verdunstung des 
Athers verrieben und im Vakuum bei 100° getrocknet. 
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Ausbeute: 0,7 gq Digalakturonsdure b, entsprechend 9,8 Proz. auf 
Pektinsdure gerechnet. 

Die trockene Saure bildete ein farbloses Pulver, das sich leicht schon 
pei gew6hnlicher Temperatur in Wasser und Salzsiéure lést, dadurch also 
schon scharf von der oben erwahnten Digalakturonséure a unterschieden 
ist, wie auch ihre Konstanten zeigen. 

Mit Metallsalzen und Erdalkalien gibt die Saure flockige Niederschlage. 

Die Digalakturonsdure b besitzt eine auf die Formel C,, H,,0,, stimmende 
Zusammensetzung. 

Elementaranalyse der vakuumtrockenen Siure: 

0,2030 g Substanz liefern 0,3022 g CO,, 0,0850 g H,O, 0,0025 g Asche; 
auf aschenfreie Substanz bezogen (0,2005 g): 

fiir C,,H,.0,. Ber.: © 40,91 H4,55 054,54 
Gef.: C 41,11 H 4,74 O 54,15 


0,1337 ¢ der vakuumtrockenen Sdaure neutralisieren 6,7 cem n/10 
Natronlauge, 1 g Saure demnach 50,1 com n/10 NaOH, 


fiir CyH,O,(COOH),. Ber.: 56,8 cem n/10 NaOH. 


Der geringere Verbrauch an Lauge zur Neutralisation gegeniiber dem 
berechneten Werte scheint sich aus dem héheren Aschengehalt des Praparats 
zu erklaren. 

0,2083 g der vakuumtrockenen Saure, in 10 ccm Wasser gelést, zeigen im 
2-dm-Rohr die Drehung ap = + 10,1°. c = 2,08. | 


[a]p = + 242,8°. 


Die Wasserstoffionenkonzentration der auf 0,1 Proz. verdiinnten Lésung 
der Digalakturonséure b wurde zu py = 3,3 gefunden. 


Natriumsalz der Digalakturonsaure b. 


Digalakturonsiure b wurde in wasseriger Lésung genau mit n/10 
Natronlauge gegen Phenolphthalein neutralisiert und die Fliissigkeit nach 
dem Einengen in einer Platinschale auf dem Wasserbad in Alkohol einge- 
tragen. Das in weiBen Flocken ausfallende Natriumsalz wurde abgesaugt, 
mit Alkohol und Ather gewaschen und im Vakuum bei 100° iiber Phosphor- 
pentoxyd getrocknet. 

0,0995 g des getrockneten Salzes wurden in einem Platintiegel mit 
Schwefelséure verascht. Das erhaltene Natriumsulfat wog 0,0334 g. 

Gef.: 10,88 Proz. Na 
fiir C,)H,,O,(CO,Na),. Ber.: 11,62 ,, Na 
fiir Cj)H,,0O,(CO,Na),.H,O. Ber.: 11,11 ,, Na 


Das Natriumsalz der Digalakturonsaure b scheint gegeniiber der Formel 
der freien Saure in seiner Zusammensetzung einen Mehrgehalt von 1 Molekiil 
H,O aufzuweisen und dieselbe Bruttoformel zu besitzen wie das oben 
beschriebene Na-Salz des Hydrats der Digalakturonsiure a. Trotzdem 
handelt es sich hier um voneinander verschiedene isomere Verbindungen, 
die auch deutliche Unterschiede in der spezifischen Drehung und in der 
Reduktionsfahigkeit zeigen. 

Wenn man auBerdem die wisserige Lésung des Natriumsalzes der 
Digalakturonsaure a mit Salzséure versetzt, so fallt sofort die darin unlésliche 


wwe ees 
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freie Digalakturonsdure a aus, wahrend beim Zusatz von Salzsaure zu (jor 
Lésung des Natriumsalzes der b-Sdure in Wasser die Fliissigkeit klar b/> ih; 

0,1534 g vakuumtrockenes Natriumsalz der Polygalakturonsiure } 
in 10 ccm Wasser gelést zeigt im 0,5-dm-Rohr die Drehung aj) = + 1.56 


[a]j’ = + 208,9°. 
0,0254 g vakuumtrockenen Natriumsalzes reduzieren in der Hitz 
0,6 ccm Fehlingscher Lésung, dementsprechend 1g Natriumsalz 23,9 oy 
Fehlingscher Lésung. 
Molekulargewichtsbestimmung des Natriumsalzes der Digalakturonsaure |, 
0,2537 g vakuumtrockenen Salzes in 10,0 g Wasser gelést ergaben eine 
Gefrierpunktserniedrigung 4; = 0,130°. 


5,8 . 0.2537 
Mol. Gew. = 185.8 : 
0,130 


C,.H,O,,Na,.H,O. Ber.: 414 
Gef.: 363 


d-Galakturonsaures Calcium. 


Das bei der Spaltung der Pektinséure mit Salzsiure und Faillung mit 
Alkohol verbleibende Filtrat der Digalakturonsiure b wurde im Vakuum 
auf ein kleines Volumen eingedampft, nach Aufnahme mit Wasser mit 
Calciumcarbonat unter Erhitzen auf dem Wasserbad neutralisiert, mit 
Tierkohle entfairbt und nach dem Filtrieren in Alkohol eingetragen, worauf 
das Calciumsalz der d-Galakturonsdure in gelblichen Flocken ausfiel. Der 
Niederschlag wurde abfiltriert, mit Alkohol und Ather gewaschen und 
imVakuum bei 100° getrocknet, wobei ein gelbliches Pulver erhalten wurde. 
0,8 g Calciumsalz entsprechend 9 Proz. d-Galakturonsdure auf Pektinsdwr 
gerechnet. 

Weitere Untersuchungen auf die bei der Spaltung entstandenen 
Kohlehydrate wurden in diesem Falle nicht angestellt, da sich eine 
Trennung der Zucker von dem durch Neutralisation der Salzsaéure ent- 
standenen Calciumchlorid zu schwierig gestaltet. 


Pektinsdure (Prdparat 2). 

46 g rohen Calcium-Magnesiumsalzes der Pektinsiure aus Hydropektin 
von Riibenschnitzeln wurden in 2 Liter Wasser gelést, die triibe Lésung 
iiber Kieselgur filtriert und das Filtrat im Vakuum auf ein kleines Volumen 
eingedampft. Die erkaltete Lésung wurde mit Salzsiure bis zur schwach 
sauren Reaktion gegen Kongopapier versetzt und dann in 2 Liter Alkohol 
eingetropft, worauf die Pektinséure in gallertartigen Flocken austficl. 
Die Saure wurde abfiltriert, mit Alkohol nachgewaschen und in 800 ccm 
Wasser wieder gelést. Beim Eintropfen der filtrierten Lésung in 3 Liter 
Alkohol fiel die Pektinsaéure wieder in gallertartigen Flocken aus, die ab- 
filtriert, mit Alkohol und Ather gewaschen und bei 110° getrocknet wurden. 

Ausbeute: 14,5 g Pektinséure in Form eines farblosen Pulvers. 

Elementaranalyse der im Vakuum bei 100° iiber Phosphorpentoxyd nach- 
getrockneten Saure. 

0,1926 g Substanz: 0,3080 g CO,, 0,0920g H,O, 0,0020g Asche 
(= 1,04 Proz.). Auf aschenfreie Substanz bezogen (0,1906 g): 


C 44,07 H 5,40 O 50,53 
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0,2234 g der vakuumtrockenen Saure in 20 cem Wasser gelést zeigen 

im 1-dm-Rohr die Drehung a}? = + 1,27°. ¢ = 1,12. 
[aj = + 118,4°. 

Methoxylbestimmung nach Zeisel-Fanto-Stritar. 

0,4925 g vakuumtrockener Saure liefern 0,2312 ¢ AgJ, entsprechend 
6,2 Proz. Methoxyl in der Pektinsdure. 

Zur Essigsdurebestimmung wurden 5,0133 g vakuumtrockener Pektin- 
siure in einem Rundkolben in 300 ccm Wasser gelést und die Lésung 
mit n/10 Barytwasser gegen Phenolphthalein als Indikator titriert. Es 
wurden 73,5 cem n/10 Barytwasser verbraucht. 

lg Pektinsiure verbraucht demnach zur Neutralisation 14,7 cem 
n 10 Barytwasser. 

Dann wurden 100cem n/10 Barytwasser im Uberschu8 zugegeben 
ind der Rundkolben gut verschlossen stehengelassen. Nach wenigen Mi- 
nuten schied sich aus der Lésung ein flockiger Niederschlag aus, der sich 
schnell vermehrte, so da8 nach kurzer Zeit die Fliissigkeit in eine breiige 
Gallerte verwandelt war. Die Abscheidung bestand aus dem Bariumsalz 
der Digalakturonsdure a, die sich durch Hydrolyse aus der Pektinsaéure 
gebildet hatte. 

Nach 2% Stunden war die Lésung nur noch schwach alkalisch und 
verbrauchte zur Neutralisation 2,5 cem n/10 Schwefelséure. 

Es wurde ein weiterer Uberschu8 von 96,6 ccm n/10 Banytwasser 
zugegeben und im gut verschlossenen Kolben iiber Nacht stehengelassen. 
Zur Riicktitration wurden 42,3ccem n/10 Schwefelsiure verbraucht. 

Der Gesamtverbrauch bei der Einwirkung von Barytwasser auf 
Pektinséure in der Kalte belief sich also auf 151,8 ccm n/10 Barytwasser. 

Die Lésung wurde nunmehr mit 193,2 cem n/10 Barytwasser versetzt 
und im Rundkolben auf dem Wasserbad bei Benutzung eines Kiihlers mit 
aufgesetztem Natronkalkrohr, um die Kohlensaure der Luft fernzuhalten, 
5 Stunden erhitzt. 

Beim Zuriicktitrieren wurden 90,1 cem n/10 Schwefelséure verbraucht. 
Aus dem Verbrauch von 103,1 cem n/10 Barytwasser bei der Verseifung 
in der Hitze wiirde sich berechnen, da8-0,6186 g Essigséure aus der Pektin- 
siure abgespalten sind, entsprechend 12,34 Proz. in der trockenen Pektin- 
saure, 

Zur genaueren Bestimmung der Essigsiure wurde die Lésung mit 
verdiinnter Schwefelséure versetzt, so daB eine etwa I proz. schwefelsaure 
Lésung entstand, welche mit Wasserdampf destilliert wurde. Die erhaltenen 
Destillate wurden mit n/10 Barytwasser gegen Phenolphthalein titriert. 


Das 1. Liter Destillat neutralisiert 41,5 ccm n/10 Barythydrat 
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Die Gesamtaciditat der Destillate entspricht also 118,l cem 4 }9 
Barythydrat. 

Die ersten 8 Liter der neutralisierten Destillate wurden in cine; 
Porzellanschale auf ein kleines Volumen eingeengt und in dieser Lésuny 
die Ameisensiure bestimmt. Erhalten 0,6222g¢ Hg,Cl,, entsprechen 
0,0607 g Ameisensiure. 

Da 0,0607 g Ameisenséiure 13,2 ccm n/10 Barytwasser neutralisierey, 
muB diese Summe zur Berechnung der wirklich vorhandenen Essigsiuy 
von der Gesamtaciditat der ersten 8 Liter Destillat entsprechend 113,5 com 
n/10 Baryt subtrahiert werden. 100,3 cem n/10 Barytwasser neutralisierey 
0,6018 g Essigsiure, dem entspricht also ein Gehalt von 12,3 Proz. Essig. 
sdure in der trockenen Pektinsdure. 

Das 9. bis 11. Liter der neutralisierten Destillate wurde ebenfall: 
auf ein kleines Volumen eingedampft und darin die Ameisensaure wie obey 
bestimmt. 

Erhalten 0,1688 g Hg,Cl,, entsprechend 0,0165 g Ameisenséure. Diese 
Sauremenge verbraucht zur Neutralisation 3,6ccm n/10 Barytwasser, 
wihrend die Gesamtséure in diesen Destillaten 4,6 cem n/10 Baryt neutrali. 
siert. 

Die gegen Ende des Versuchs iiberdestillierte Saiure bestand also vor. 
wiegend aus Ameisensiure. 

Zu einer vorlaufigen Untersuchung auf die neben der Galakturonsiure 
bei der Sdaurespaltung der Pektinséure entstandenen Monosaccharic 
wurde die von fliichtigen Saiuren befreite Hydrolysenfliissigkeit mit Barium. 
carbonat unter Erhitzen auf dem Wasserbad neutralisiert, mit Tierkol 
entfarbt, filtriert und im Vakuum zur Trockne verdampft. Dieser Riick- 
stand wurde mit 92proz. Alkohol erschépfend auf dem Wasserbad am 
RiickfluBkiihler ausgekocht und die alkoholische Lésung im Vakuum zur 
Trockne verdampft, wobei ein sirupéser, erhartender Riickstand hinterblie) 
in dem aus der Pektinsiure herstammende reduzierende Kohlehydrate 
enthalten waren. Diesen Sirup léste man in Wasser, fiillte die Lésung in 
MeBkolben zu 100 cem auf und stellte in einem aliquoten Teil durch Ti 
tration mit Fehlingscher Lésung die Menge des Gesamtzuckers in der 
Lésung fest. 

leem der Lésung reduzierte 0,8 cem Fehlingscher Lésung. Da 1 cem 
Fehlingscher Lésung 0,005 g Glucose entspricht, waren in der Lésung etwa 
0,4 g¢ Gesamtzucker auf Glucose berechnet. 

35cem der Lésung, enthaltend 0,14g Gesamtzucker wurden de 
Furfuroldestillation unterworfen, wobei sich 0,0546 g Phloroglucid ergaben, 
entsprechend 0,066 g Arabinose oder 47,15 Proz. Arabinose auf Gesamt- 
zucker des Sirups berechnet. 


d-Galaktose als ein Spaltprodukt der Pektinsaure. 


Pektinséure derselben Darstellungsart wie die bei den vorhergehenden 
Versuchen verwandte wurde durch 1l5stiindiges Kochen mit 2proz. 
Schwefelsiure am RiickfluBkiihler vollkommen hydrolysiert. Die saure 
Lésung wurde mit Bariumcarbonat neutralisiert, mit Tierkohle entfarbt 
und nach dem Filtrieren im Vakuum zur Trockne verdampft. Durch Aus- 
kochen des braunen, sirupésen Riickstandes mit 88proz. Alkohol und 
Eindampfen der alkoholischen Lésung zum Sirup gelang es, nach Impfen 
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des Sirups mit Spuren kristallisierter d-Galaktose einen Zucker in kri- 
stallinischer Form abzuscheiden, der sich, wie die nachstehenden Unter- 
suchungen ergeben, als d-Galaktose erwies. 

Die Kristalle wurden mit 90proz. Alkohol verrieben, abgesaugt, mit 
Alkohol und Ather gewaschen und im Vakuum iiber Schwefelsdéure ge- 
trocknet. 

0,1696 g der vakuumtrockenen Substanz wurden in 10ccm Wasser 
gelost. 

Die Lésung zeigte starke Mutarotation. 

Die Anfangsdrehung im 2dm-Rohr zeigte ap = + 4,34°, die End- 
irehung, die sich nach 6 Stunden einstellte, ap = + 2,74°. 

Hiernach berechnet sich [a], = + 80,8°, waihrend Tollens') als End- 
drehung der d-Galaktose [a]yp = + 80,5° angibt. 

Ein Teil der Galaktosekristalle wurde in einem kleinen Becherglas 
mit Salpetersiure vom spezifischen Gewicht 1,15 auf dem Wasserbad 
erhitzt. Nachdem die Lésung auf ein Drittel des Anfangsvolumens ein- 
gedampft war, wurde sie in der Kalte stehengelassen. Nach einigem Stehen 
schieden sich die typischen Kristalle der Schleimsdure ab, die abgesaugt, 
nachgewaschen und im Vakuum iiber Schwefelséiure getrocknet wurden. 
Die Kristalle zeigten den Schmelzpunkt 212°, wahrend Tollens*) den 
Schmelzpunkt der Schleimséure zu 213° angibt. 


|-Arabinosediphenylhydrazon und d-Galaktose-a-Methyl- 
phenylhydrazon aus Pektinsdure. ' 


6g derselben Pektinséiure vom _ spezifischen Drehungsvermégen 
alp = + 113,4° wurden 15 Stunden mit 400cem 2proz. Schwefelséure 
am RiickfluBkiihler gekocht. Dann wurde die Lésung mit Bariumcarbonat 
neutralisiert, mit Tierkohle entfarbt, filtriert und im Vakuum zur Trockne 
verdampft. Den Riickstand kochte man mit 90proz. Alkohol erschépfend 
aus und dampfte die alkoholische Lésung zum Sirup ein. 

Dieser Sirup wurde mit 0,6 g Diphenylhydrazin und 20 cem absolutem 
Alkohol verriihrt und eine Viertelstunde auf dem Wasserbad erhitzt. Nach 
kurzer Zeit schieden sich gelblich gefarbte Kristallmassen aus, die bald die 
Schale breiartig erfiillten. Nach 24 Stunden langem Stehen in der Kalte 
wurde die Substanz abgesaugt, mit Alkohol und Ather nachgewaschen und 
im Vakuum iiber Schwefelsiure getrocknet. Erhalten: 0,669 fast rein 
weiBes l-Arabinosediphen ylhydrazon. 

0,2 g dieser Verbindung zeigen, in einem warmen Gemisch von 4ccm 
Pyridin und 6 cem absolutem Alkohol gelést, im 1-dm-Rohr die Drehung 
ap = + 0,38°, wahrend Neuberg*) bei denselben Arbeitsbedingungen 
ap = + 0,7° gefunden hat. 

Das Arabinosediphenylhydrazon wurde dann noch zweimal aus 50proz. 
wisseriger Pyridinlésung unter Zusatz von Tierkohle umbkristallisiert. 
Im Vakuum getrocknet, zeigte es den konstanten Schmelzpunkt 199 bis 200°. 
Tollens*) gibt den Schmelzpunkt des 1l-Arabinosediphenylhydrazons zu 
204° an. 


1) Tollens, Handb. d. Kohlenhydrate 1914, S. 286. 
2) Derselbe, ebendaselbst 1914, S. 301. 

3) Ber. 38, 2243, 1900. 

*) Ber. 38, 500, 1905. 
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Das Filtrat des Arabinosehydrazons wurde in einer kleinen Schaj, 
zum Sirup eingedampft, mit 0,6 g a-Methylphenylhydrazin, 10 cem Alkoh, 
und wenigen Tropfen verdiinnter Essigsaéure verriihrt und eine Viertelst und. 
auf dem Wasserbad erhitzt, wobei sich zunachst nichts ausschied. Nac} 
24 Stunden langem Stehen in der Kalte hatten sich dann geringe Menge, 
eines gelben Niederschlags gebildet, der abgesaugt, mit Alkohol und Athe 
gewaschen und im Vakuum getrocknet wurde (0,09¢). Die Substan 
werde noch einmal aus 30proz. Alkohol umkristallisiert und zeigte dep 
Schmelzpunkt des Galaktose-a-Methylphenylhydrazons 182 bis 183°. 

Ofner') gibt den Schmelzpunkt 180 bis 183° an. 


Pektinsdure (Prdparat 3). 

Verhalten von Hydropektin bei der alkoholischen Garung 
und Isolierung der Pektinséiure aus dem Gargemisch. 
5g Hydropektin aus Riibenschnitzeln (lufttrocken mit 7,68 Proz 

Wassergehalt) wurden in 1 Liter Wasser gelést. Die Lésung zeigte iy 

2-dm-Rohr die Drehung ap = + 1,1° Saccharose. 

In der Fliissigkeit léste man nunmehr 100 g Rohrzucker. 

Drehung der Hydropektin und Zucker enthaltenden Lésung im 2-dm 
Rohr ap = + 37,7° Saccharose. 

Hierauf wurden 10g frischer BackerpreBhefe fein verteilt in die i: 
einem Kolben befindliche Fliissigkeit eingetragen. Die Garung fand bei 
Zimmertemperatur statt, wobei bis auf lebhafte Gasentwicklung duBerlic! 
keine Verainderung der Fliissigkeit wahrnehmbar war. 


Drehung des Hefefiltrats nach 7 Tagen im 2-dm-Rohr ap = — 0,8° Saccharos 
” ” ” ’ 9 ” ” 2- ” ap => Tt 1,0° ” 


Nach beendeter Garung wurde die Hefe mit Kieselgur abfiltriert und 
das hellgelbe, klare Filtrat auf 200 cem eingedampft. Die eingengte Lésung 
wurde in 600 cem Alkohol eingetragen, worauf das Calcium-Magnesiumsalz 
der Pektinsaure in gallertartigen Flocken ausfiel, die abfiltriert, mit Alkoho! 
und Ather gewaschen und bei 110° getrocknet wurden. 3 g farbloses Pulver 

Zur Darstellung der freien Pektinséure wurde das Salz in wenig Wasser 
gelést, zu der Lésung 5ccm konzentrierte Salzsiure zugegeben und dic 
filtrierte Fliissigkeit in Alkohol eingetragen. Die in farblosen Flocken aus 
gefallene Pektinséure wurde abgesaugt, mit Alkohol und Ather gewaschen 
und im Vakuum bei 100° getrocknet. 

0,2023 g der vakuumtrockenen Séure in 10 ccm Wasser geldést zeigen 
im 1-dm-Rohr die Drehung ap = + 2,46°. 

faly = + 121,9°. 

Methoxylbestimmung nach Zeisel-Fanto-Stritar. 

0,4966 g vakuumtrockener Pektinsaiure liefern 0,2268g AgJ, dem 
entspricht ein Gehalt von 6,03 Proz. Methoryl in der Pektinsdure. 

Aus dem Resultat der Bestimmung der Drehung und des Methoxy]- 
gehalts ist also zu erkennen, da8 die Hefe ohne wesentliche Einwirkung 
auf das Hydropektin geblieben ist, da8 vielmehr eine Pektinsiure gewonnen 
wurde, die fast die gleichen Eigenschaften wie die friiher beschriebene 
Verbindung besitzt und ungefihr denselben Methoxyl- und Essigséure- 
gehalt (vgl. S. 320). 


1) Chem. Centralbl. 1907, I, 995. 
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Pektinsdure (Prdparat 4). 


8lg rohes Calcium-Magnesiumsalz aus Hydropektin von Riiben- 
schnitzeln wurden in 1 Liter Wasser gelést. Je 100ccem dieser Lésung 
wurden mit 10ccm konzentrierter Salzsiure versetzt, die einzelnen 
Portionen sofort iiber Kieselgur filtriert und in Alkohol eingetropft. Die 
Arbeit in diesen kleinen Mengen war nétig, da bei dem Filtrieren eines 
groBeren Fliissigkeitsvolumens zu befiirchten war, da®B die Salzsiéure bei 
einer zu langen Einwirkung infolge von Spaltungen doch schon Verainderungen 
in der Pektinséure hervorrufen konnte. Die in gallertartigen Flocken aus- 
iallende Pektinséure wurde abfiltriert, zweimal in Alkohol, dann in Ather 
suspendiert, abgesaugt und im Morser zur Vertreibung des Athers gut ver- 
rieben. 

Bei 110° getrocknet, stellte die Pektinséiure ein schwach gelblich ge- 
jarbtes Pulver dar (39 g). 

Elementaranalyse der im Vakuum bei 100° iiber Phosphorpentoxyd 
getrockneten Pektinséure. 

0,2768g Substanz liefern 0,4395 g CO,, 0,1349 g H,O, 0,0010g Asche 

0,37 Proz.), auf aschenfreie Substanz bezogen, wurde gefunden: 


C 43,46 H 5,47 O 51,07 


0,1015g vakuumtrockener Saéure neutralisieren gegen Phenolphthalein 
als Indikator 1,5ccem n/10 Natronlauge. 1g Pektinsiure neutralisiert 
demnach 14,8 cem n/10 NaOH. 

0,2030 g valenentisesiente Saure in 10 ccm Wasser gelést seigen im 
(,5-dm-Rohr die Drehung aj) = + 1,67°. ¢ = 2,03. 


fa}! = + 164,0°. 


Molekulargewichisbestimmung nach der kryoskopischen Methode. 
0,2229 g Pektinséiure, im Vakuum iiber P,O, bei 100° C 6 Stunden bis 
zur Gewichtskonstanz getrocknet, in 20 cem Wasser geldst. 
Gefrierpunktserniedrigung 4; = 0,015°. 
185,8.0,1114 

Gef. Molekelgewicht = 0.015 = 1380. 

fiir Cy, H,4.0,,. Ber.: 1170 

fiir Cy,H,..O0,, + 10 H,O. Ber.: 1350 


Methoxylbestimmung nach Zeisel-Fanto-Stritar. 

0,2479 g vakuumtrockener Pektinséiure liefern 0,1268g¢ AgJ, dem 
entspricht ein Gehalt von 6,8 Proz. Methoxyl in der Pektinsdure. 

Furfuroldestillation : 

0,3600 g vakuumtrockener Pektinséure liefern mit 12proz. Salzsiure 
destilliert 0,1175 g Furfurolphloroglucid, entsprechend einem scheinbaren 
Gehalt von 37,3 Proz. Arabinose in der Pektinsdure. 

Um einen Anhaltspunkt dariiber zu gewinnen, wieviel Galakturonsdure 
iiberhaupt im Molekiil der Pektinséure anzunehmen ist, wurde die von 
Tollens-Lejévre') fiir die Bestimmung von Glykuronséure ausgearbeitete 
Methode auf die vorliegende Untersuchung iibertragen. 

0,3394 g vakuumtrockener Pektinséure lieferten nach dieser Methode 
mit 12proz. Salzséure destilliert 0,050 g CO,. 


1) Ber. 40, 4513, 1907. 
Biochemische Zeitschrift Band 168. 21 
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Diese Menge entspricht zufolge der Gleichung 
CsHyO, = C,H,O, + 3H,O + CO, 
Galakturonsiure Furfurol 
0,22 g Galakturonsiure. Hieraus berechnen sich 64,8 Proz. Galakturonscix,, 
in der Pektinsdure. 

Die Salzsduredestillation der Pektinsiure nach der Tollensschey 
Methode gibt Furfurol, das sowohl aus der Arabinose wie aus der Galakturon. 
siure stammt. 

Es ist nun méglich, die aus der Menge der abgespaltenen C O, ermittelte 
Galakturonséuremenge in Furfurolphloroglucid umzurechnen. Aus der 
Differenz des durch Umrechnung aus der Galakturonséure erhaltene 
Furfurolphloroglucids von der durch Salzsiuredestillation gewonneney 
Gesamtphloroglucidmenge la8t sich berechnen, wieviel Furfurol nur dure} 
Zersetzung der Arabinose gebildet worden ist, und ebenfalls auch mit Hilj, 
der Krdberschen Tabellen!) der Prozentsatz der Arabinose in der Pektinsaur 

Nach Untersuchungen von F’. Schubert*) im hiesigen Institut wird hierbe; 
zur Grundlage genommen, da8 ein Teil Furfurolphloroglucid 2,94 Teile: 
Galakturonséure entspricht. 

1 g Pektinsadure enthalt 0,648 g Galakturonsdure, dem entspricht dure! 
Division mit dem oben genannten Faktor 0,2204g Furfurolphloroglucid 

1 g Pektinsaure liefert bei der Salzséuredestillation aus der Zersetzuny 
der Arabinose und der Galakturonsdure, wie die friiher angegebenen Ver 
suche zeigen, 0,321 g Furfurolphloroglucid. 

Die der Differenz der beiden Werte entsprechende Menge von 0,1006 y 
Furfurolphloroglucid entsteht also bei der Salzsdéuredestillation von | ¢ 
Pektinséure als Phloroglucidniederschlag des Furfurols aus der Arabinose 

Daraus folgt ein Gehalt von 0,1167g Arabinose oder 11,67 Pro: 
Arabinose in der Pektinsdure. 

Da das Verhialtnis von Arabinose zu Galaktose, wie friiher gezeigt 
(S. 312), in dem durch Spaltung der Pektinséure erhaltenen Zuckersirup 
ungefahr wie 47,15: 52,85 gefunden wurde, laBt sich jetzt mit einiger 
Annaherung der Anteil der Galaktose zu 13,1 Proz. in der Pektinsdure be 
rechnen. 

Hydrolyse der Pektinséiure mit 2proz. Schwefelsaure. 

16 g lufttrockener Pektinsiure wurden in | Liter 2proz. Schwefelsiur 
gelést. 

Drehung der Lésung: apy = + 6,0° Saccharose. | = 1. 

Dann wurde die Fliissigkeit am RiickfluGkiihler iiber kleiner Flamme 
gekocht. 


ap = 
Nach 44 Stdn. langem Kochen Drehung im 1-dm-Rohr + 7,0° Saccharose 

o Se wo 9 - “ - - +70 o 
» 1 i» ” o ve o - +61 “ 
wi SE on ” ” ” % + 5,8 ” 
» © ow » ii - ” 9 + 4,2 %» 
» 12%/, » ' - - o» ” + 3,5 * 
oo 1S J, ws oe »» * » ” + 2,8 ” 
” 17*/, ” ” ” - ” ” T 2,4 ” 


') van der Haar, Anleitung zum Nachweis und zur Bestimmung de: 
Monosaccharide usw. 1920, 8S. 77. 
2) Vgl. die spaéter folgende Arbeit von F. Ehrlich und F. Schubert. 
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Bemerkenswert ist, daB in der ersten halben Stunde des Kochens die 
Drehung der Lésung deutlich ansteigt entsprechend der anfanglichen Ab- 
spaltung der hochdrehenden Digalakturonsdéuren. Die Drehung sinkt dann 
in dem MaBe, wie diese Verbindungen allmahlich zur monomolekularen 
4-Galakturonséure aufgespalten werden, die schlieBlich selbst durch das 
lange Kochen zum Teil weitergehend zersetzt wird. 

Die braun gefarbte Lésung wurde unter Erhitzen auf dem Wasser- 
had mit Bariumcarbonat neutralisiert, mit Tierkohle entfarbt, filtriert und 
im Vakuum auf ein kleines Volumen eingeengt. Durch Eintragen in 
Alkohol fiel das Bariumsalz der Galakturonsdure aus, das abfiltriert, mit 
Alkohol und Ather gewaschen und bei 110° getrocknet wurde. 6,92 
schwach gelb gefarbte Substanz. Die Weiterverarbeitung dieses Salzes 
auf die freie Saure wird weiter unten beschrieben (S. 321). 

Das alkoholische Filtrat, das die bei der Hydrolyse neben der Galak- 
turonséure abgespaltenen Kohlehydrate enthalten mute, wurde im 
Vakuum zu Sirup eingedampft. 

1,39 g des Sirups wurden in 50 cem Wasser gelést. Die Lésung zeigte 
im 0,5-dm-Rohr die Drehung ap = + 0,66°. [a]p = + 23,7°. 

1 cem dieser Lésung verbrauchte bei der Titration in der Hitze 3,88 ccm 
Fehlingscher Lésung, die Gesamtmenge der Lésung also 194 cem Fehling- 
scher Lésung, entsprechend 0,97 g Gesamtzucker als Dextrose berechnet. 

Die Rosenthalersche Reaktion auf Methylpentosen in diesem Sirup fiel 
negativ aus (s. S. 306). 


l-Arabinose- und d-Galaktose-Benzylphenylhydrazon 

aus Pektinsdure. | 

2,7 g des Sirups wurden in 38 ccm 75proz. Alkohol gelést, wobei ein 
braun gefarbter unléslicher Riickstand blieb, der abfiltriert wurde und 
sich als das Bariumsalz der Galakturonséure erwies, das noch nicht voll- 
standig durch Alkohol ausgefallt worden war. 

Zu der alkoholischen Lésung wurden 3g Benzylphenylhydrazin zu- 
gegeben und die Mischung auf dem Wasserbad schwach erwairmt. Nach 
5 Minuten begann die Lésung sich zu triiben und nach einigem Stehen 
in der Kalte schied sich das Arabinosehydrazon in Flocken aus. Der Nieder- 
schlag wurde abgesaugt, mit 75- und 96proz. Alkohol, dann mit Ather 
nachgewaschen und im Vakuum iiber Schwefelsiure getrocknet. 

1,3 g fast reines l-Arabinose-Benzylphenylhydrazon. 

Das Hydrazon wurde nochmals aus 75proz. Alkohol umkristallisiert 
und dabei rein wei8 erhalten. Es hatte den Schmelzpunkt 173°, wahrend 
Ruff und Ollendorf*) 174° angeben. 

Stickstoffbestimmung. 0,3097 g vakuumtrockenes Arabinose- 
benzylphenylhydrazon ergab 24,1 ccm Stickstoff bei ¢ = 20°, b = 753mm. 

C,,H,.O,N,. Ber.: 8,48 Proz. N. 
Gef.: 8,77 , N. 

Das Filtrat des Arabinosehydrazons wurde mit Wasser versetzt, wobei 
es sich triibte. Nach 2 Tage langem Stehen hatte sich ein Niederschlag 
gebildet, der abgesaugt, mit Wasser nachgewaschen und im Vakuum iiber 
Schwefelséure getrocknet wurde. Gewicht 0,8 g. 


') Ber. 32, 3234, 1900. 
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Die noch gelb gefarbte Substanz wurde aus 30proz. Alkohol umkrist |); 
siert unter Zusatz von Tierkohle, wobei eine rein weiBe Substanz erhalte; 
wurde, die den Schmelzpunkt 157 bis 158° des d-Galaktosebenzylpheny). 
hydrazons besaB. Behrend und Hofmann") fanden ebenfalls fiir dieses 
Hydrazon 157 bis 158°. 


Spaltung der Pektinsaéure mit Baryt. 


4,45¢ vakuumtrockener Pektinséure wurden in 300 ccm Wasser gelis: 
und die Lésung mit Baryt gegen Phenolphthalein titriert. 

Verbrauch: 60,3 ccm n/10 Barytwasser. 

lg Pektinséure neutralisiert demnach 13,5ccm n/10 Baryt. Zu 
dieser Fliissigkeit wurden 200ccm Barytlésung zugegeben (10 cem der 
Barytlésung entsprachen 23 cem n/10 Schwefelséure). 

Nach kurzer Zeit schied sich ein weiBer, gallertartiger Niederschlag a)), 
das Bariumsalz der Digalakturonsdure a, die durch Spaltung der Pektin 
sdure entstanden war. Nach 24 Stunden wurde der Niederschlag abfiltriert 
mit Wasser nachgewaschen und in verdiinnter Salzsiure suspendiert, wobe 
das Barium in Lésung ging und die freie Saure sich aus dem Salz bildete. 

Die unlésliche Saiure wurde abfiltriert, mit verdiinnter Salzsaéure uni 
Wasser gewaschen, dann mit Alkohol und Ather und bei 110° getrocknet 
Da die rein weiBe Saure (2,25 g) noch aschenhaltig war, wurde sie noch 
einmal umgefallt, indem sie in kochendem Wasser gelést wurde und dic 
Lésung nach dem Filtrieren in der Kalte mit einem Uberschu8 von Salz 
séure versetzt wurde. Die schneewei8 ausfallende Substanz wurde abfiltriert, 
mit Alkohol und Ather gewaschen und im Vakuum bei 100° getrocknet. 


Hydrat der Digalakturonsdure a. 


Elementaranalyse. 0,2329g Substanz (vakuumtrocken): 0,3337 ¢ 
CO,, 0,0995¢ H,O, 0,0004g¢ Asche. Auf aschenfreie Substanz bezogen 
(0,2325 g): 

C,.H,.0,.. H,O. Ber.: C 38,92 H 4,86 O 56,22 
Gef.: C 39,14 H 4,79 O 56,07 

0,0985 g vakuumtrockener Saéure neutralisieren 5,3 cem n/10 Natron. 

lauge. 
lg Sdaure neutralisiert’ demnach: 53,80 cem n/10 NaOH; 
fiir Cyy)H,,0,(CO,H),.H,O ber.: 54,5 ,, n/l0 NaOH. 

0,1971 g vakuumtrockener Saure in 10 cem n/10 NaOH gelést zeigen 
im 2-dm-Rohr die Drehung apy = + 10,76° 

{alp  ; 273,1°. 

W asserstoffionenkonzentration der 0,1 proz. wasserigen Lésung der Saéur: 
Pr => 3,3. 

Digalakturonsaure b. 


Das salzsaure Filtrat der Digalakturonsaiure a wurde mit verdiinnte: 
Schwefelsiure zur Ausfillung des Bariums versetzt und nach dem Filtrieren 
im Vakuum auf ein kleines Volumen eingeengt. Mit Alkohol fiel dann di: 
Polygalakturonsdure b als flockiger Niedersch'ag, der abfiltriert, mit Alkoho! 
und Ather gewaschen und bei 110° getrocknet wurde. 

Die rein weiBe pulverférmige Substanz wog 0,34 g. Da die Saure auc! 
aschenhaltig war, wurde sie in wenig Wasser gelést, zu der Lésung etwas 


1) Ann. d. Chem. 336, 277, 1909. 
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salzsiure zugesetzt und dann ein Uberschu8 von Alkohol. Die rein weiS 
austallende Séure wurde filtriert und wie oben gewaschen und getrocknet. 
Bei der Veraschung auf dem Platinspatel zeigte sie noch geringen Aschen- 
gehalt. 
0,0875 g der vakuumtrockenen Polygalakturonséure b neutralisieren 
43cem n/10 Natronlauge gegen Phenolphthalein als Indikator. 
lg Saure neutralisiert demnach: 49,1 ccm n/10 NaOH; 
fiir C,)H,,0O,(CO.H), ber.: 56,8 cem n/10 NaOH. 
Die geringere Aciditaét erklirt sich auch hier aus dem Aschengehalt 
ler Saure. 
0,1750 g vakuumtrockener Saure in 10 ccm Wasser gelést zeigen eine 
Drehung von ap = + 8,64° im 2-dm-Rohr. ¢ = 1,75. 


falp = 7 247°. 


Anhydride von Monosacchariden in der Pektinsaure. 


Bei der Barytspaltung der Pektinsiure ergaben sich im Filtrat des 
digalakturonsauren Bariums linksdrehende Substanzen, die vermutlich die 
Monosaccharide der Pektinsféiure noch in anhydridartiger Bindung ver- 
kniipft enthalten, wie die folgenden Untersuchungen erkennen lassen. 

Das _ barytalkalische Filtrat des digalakturonsauren Bariumsalzes 
wurde durch Einleiten von Kohlenséure von iiberschiissigem Barythydrat 
befreit und polarisierte nach dem Filtrieren im 2-dm-Rohr ap — 0,2° 
Saccharose. 

Die Lésung wurde im Vakuum zur Trockne verdampft und der hellgelb 
gefarbte Riickstand mit 85proz. Alkohol ausgekocht. Die alkoholischen 
Auskochungen wurden im Vakuum zur Trockne verdampft und ergaben 
als Riickstand ein gelbbraunes Pulver (0,57 g), das sich als ein alkohol- 
lésliches Zuckeranhydrid erwies. 0,1789 g der vakuumtrockenen Substanz 
n 10 cem Wasser gelést zeigten im 2-dm-Rohr die Drehung a, 0,8°. 

1,79. 

[a]p = 22,3°. 


Die in Wasser geléste Substanz reagierte neutral und gab mit Fehling- 
scher Lésung versetzt. in der Kalte yinen weiBen Niederschlag, beim Er- 
hitzen keine Ausscheidung von Cu,O. 

5 eem der obigen Polarisationslésung wurden in einem kleinen Kélbchen 
mit 5eem verdiinnter Salzsiure 2 bis 3 Minuten gekocht. Nach dem Er- 
kalten zeigte die Fliissigkeit im 2-dm-Rohr die Drehung ap = + 90,3°. 

Die Lésung reduzierte jetzt stark Fehlingsche Lésung. 

AuBerdem wurde noch ein alkoholunlésliches Zuckeranhydrid gewonnen, 
indem der beim Auskochen mit 85proz. Alkohol unlésliche Riickstand in 
wenig Wasser gelést, filtriert und mit Alkohol gefallt wurde, worauf ein 
weiBer feinflockiger Niederschlag ausfiel, der abfiltriert, mit Alkohol und 
Ather gewaschen und im Vakuum iiber Schwefelsiure getrocknet wurde. 

0,0954 g der vakuumtrockenen, hellgelb gefarbten Substanz in 10 cem 
Wasser gelést zeigen im 2-dm-Rohr die Drehung ap 1,04°. 

{[alp = — 54,6°. 
Die in Wasser geléste Substanz reduzierte direkt Fehlingsche Lésung 


nicht, dagegen nach Kochen mit Séuren stark. Hierbei ging auch die 
Linksdrehung in eine Rechtsdrehung iiber. Der Abfall der Drehung betrug: 


ap = — 1,04° bis ap = + 0,3° 
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Essigsaurebestimmung in der Pektinsaure. 


1,445g im Vakuum bei 100° iiber Phosphorpentoxyd getrockneter 
Pektinsdure (Praparat 3, 8S. 314) wurden in 200 cem Wasser gelést und dic 
Flissigkeit mit Barytwasser titriert gegen Phenolphthalein als Indikator 

Verbrauch: 21 cem n/10 Barytwasser. 

1g Pektinséure neutralisiert demnach 14,53 cem n/10 Baryt. 

Dann wurden zu der Lésung 97,3cem n/10 Barytlésung im Uber. 
schu8 zugegeben und die Fliissigkeit in einem verschlossenen Kolbe, 
stehengelassen. Nach 24 Stunden wurde bis zur Neutralisation zuriick. 
titriert, und zwar mit 51,7 cem n/10 Schwefelsaure. 

Also Verbrauch in der Kalte: 45,6 cem n/10 Barytwasser. 

Zu der Lésung wurden weitere 97,3 ccm n/10 Barytlésung zugegebe: 
und das Ganze auf dem Wasserbad am RiickfluBkiihler mit aufgesetzter 
Natronkalkrohr 6 Stunden lang erhitzt. 

Beim Zuriicktitrieren wurden 28,8 ccm n/10 Schwefelséure zu 
Neutralisation verbraucht. 

Demnach Verbrauch in der Hitze: 68,5 ccm n/10 Baryt. 

Zu der Fliissigkeit wurde nun so viel verdiinnte Schwefelsaéure zugegeben, 
daB eine etwa 2 proz. schwefelsaure Lésung, die mit Wasserdampf destilliert 
wurde. Die Destillate wurden mit n/10 Barytwasser gegen Phenolphthalein 
titriert : 

1. Liter Destillat neutralisiert 16.2 cem n/10 Baryt 


> we a 11,6 

| aa i . ae. oo 9 
ie. pictes = i 5,8 

5 ae - 
6 9° es es , a ry 
Rew es “a 3,1 

8. . _) iw - 
9. be. @ 


Die vereinigten Destillate wurden auf dem Wasserbad auf 200 ccm 
eingedampft und zur Zerstérung der Ameisenséure'), die durch Siure 
einwirkung auf die Kohlenhydrate der Pektinséure entstanden und durch 
die Wasserdampfdestillation mit der abgespaltenen Essigséure mit iiber- 
destilliert war, eine Lésung von 9 g Kaliumbichromat und 40 g konzentrierte: 
Schwefelsaure in 100 ccm Wasser zugegeben. Die Fliissigkeit wurde erhitzt 
und nochmals mit Wasserdampf destilliert. 


1. Liter Destillat neutralisiert 21,6 cem r/10 Baryt 
=e *” - 4,8 ,, oe 

3. o” - a « * 

4. 1,9 

aS , = 2 a 
a - 9 0,3 ,, %» 


32,9 cem n/10 Baryt 


Dem entspricht eine Menge von 0,0197 g Essigsiure oder 13,6 Proz. 


Essigsdure in der Pektinsdure. 


1) Abderhalden, Handb. d. biochem. Arbeitsmethod. 2, 23, 1910. 
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Bariumacetat. 

Die mit Barytlésung neutralisierten Destillate wurden in einer Platin- 
schale auf ein kleines Volumen eingedampft, filtriert und zur Trockne 
verdampft. 

Der Riickstand, das essigsaure Barium, wurde wiederholt mit Alkohol 
nur Entfernung des Phenolphthaleins ausgekocht. 

0,1632 g des bei 110° getrockneten Bariumacetats wurden mit Schwefel- 
saure abgeraucht. Erhaltenes Bariumsulfat 0,1449 g. 

(CH,COO), Ba. Ber.: 53,80 Proz. Ba 
Get: 53,33 ,, Ba 


Bariumsalz der Galakturonsaure. 


Das durch vollkommene Hydrolyse der Pektinsaure mit 2 proz. Schwefel- 
saure (S. 317) erhaltene Bariumsalz der Galakturonsdure wurde zur Reinigung 
in wenig Wasser gelést und mit einem Uberschu8 von Alkohol wieder 
ausgefallt. Das in flockiger Form ausfallende Bariumsalz wurde abfiltriert, 
mit Alkohol und Ather gewaschen uns stellte, bei 110° getrocknet, ein 
schwach gelblich gefarbtes Pulver dar (5,9 g). 0,1542 g im Vakuum bei 78° 
iiber Phosphorpentoxyd getrocknetes Bariumsalz der Galakturonséure 
in 10 cem Wasser gelést zeigen im 2-dm-Rohr die Drehung aj) = + 1,01°, 
demnach [a], = + 82,6°. 

0,1234 g vakuumtrockenen Bariumsalzes, im Platintiegel mit Schwefel- 
siure verascht, hinterlieBen 0,0564 g BaSQ,. 

(C,H,O,),Ba. Ber.: 26,30 Proz. Ba. 
Gef.: 26,90 ,, Ba. 


Kristallisierte d-Galakturonsaéure aus Pektinsdaure. 


5,5 g getrocknetes Bariumsalz der Galakturonséure wurden in 200 cem 
Wasser gelést mit so viel n/10 Schwefelsdéure versetzt, da®B nur geringe 
Mengen von Bariumionen noch in Lésung blieben. Dann wurde vom 
Bariumsulfat abfiltriert und die Fliissigkeit im Vakuum auf ein kleines 
Volumen eingeengt. Diese eingeengte Lésung trug man in Alkohol ein, so 
da8 eine Lésung von etwa 90 Proz. Alkoho\gehalt entstand. Hierbei ficl 
noch eine geringe Menge Bariumsalz der ‘Galakturonsaure in flockiger 
Form aus, wahrend die freie Galakturonsdure in der alkoholischen Lésung 
gelést. blieb. 

Der Niederschlag wurde abfiltriert und das Filtrat im Vakuum zum 
Sirup eingedampft. Beim Verreiben des Sirups mit 90proz. Alkohol schied 
sich ein flockiger Niederschlag, wahrscheinlich Reversionsprodukte, in 
geringer Menge ab. Die alkoholische Lésung wurde filtriert, mit Tierkohle 
entfarbt und nach dem nochmaligen Filtrieren zum Sirup eingedampft. 
Aus diesem schieden sich innerhalb 24 Stunden feine, nadelartige, wohl- 
ausgebildete Kristaéllchen aus. Nach weiteren 24 Stunden war der Sirup 
zu einer festen Kristallmasse erstarrt, die mit 93proz. Alkohol verrieben, 
abgesaugt und mit Alkohol und Ather gewaschen wurde. Im Vakuum iiber 
Schwefelsiure getrocknet, wurde rein weiBe kristallisierte d-Galakturon- 
siure (1,1 g) erhalten. 

0,1814 g der vakuumtrockenen Saéure in 10 ccm Wasser gelést, zeigen 
Mutarotation, und zwar als Anfangsdrehung im 2-dm-Rohr a3} = + 2,5°. 


[a]? = + 69,0° 


ne re ce mee 
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und nach 4 Stunden die konstant bleibende Enddrehung a}! = + 1,94», 
die sich auch nach 24 Stunden nicht anderte. Demnach 


{a}? = + 58,55°. 


Der Wert stimmt sehr gut mit dem Endwert der Drehung iibereiy, 
den auch F. Ehrlich bei Auffinden der kristallisierten d-Galakturonsiyy 
zuerst beobachtete ({[a]p = + 53,4°). 

0,0907 g vakuumtrockener Galakturonsiure neutralisieren — gegey 
Phenolphthalein 4,6 cem n/l10 NaOH, 1 g Galakturonsiure demnac 
50,7 cem n/10 NaOH. Fiir C,H,,O, ber.: 51,5 cem n/10 NaOH. 

Eine Probe der erhaltenen Galakturonséiure wurde noch einem be. 
sonderem Kristallisierverfahren unterworfen, indem man sie zundchst ; 
etwa 30ccm 92proz. Alkohols unter Erhitzen auf dem Wasserbade ay 
RiickfluBkiihler léste. 

Die etwas triibe Lésung wurde filtriert und nach dem Erkalten Athe: 
bis zur beginnenden Triibung zugesetzt. Nach einigem Stehen schied sic) 
ein schwach gelblich gefarbter flockiger Niederschlag in geringen Menge: 
aus, der abfiltriert wurde. Zu der klaren Lésung wurde ein Uberschu® vo: 
Ather zugegeben. 

Nach Reiben mit einem Glasstabe schied sich die Galakturonsaure i 
sehr reinen, glanzenden Kristallchen ab, die nach 2 Tage langem Stehey 
abgesaugt, mit Ather gewaschen und um Vakuum iiber Schwefelsaure ge. 
trocknet wurden. 

Elementaranalyse der vakuumtrockenen Séure 0,1245¢ Substanz 
0,1686 g CO,, 0,0555 g H,O 

fiir C,H,»O,. Ber.: © 37,11 H5,15 057,74 
Gef.: C 36,93 H 4,99 O 58,08 


0,0518 g Galakturonséure neutralisieren gegen Phenolphthalein al; 
Indikator 2,7 cem n/10 NaOH, 1g Saéure neutralisiert demnach 52,1 ccm 
n/l0 NaOH. Fiir C,H,,O0, ber.: 51,5 ccm n/10 NaOH. 

Die Galakturonsiurekristalle zeigten den Schmelzpunkt 159°, analog 
dem von F. Ehrlich gefundenen. 

0,1023 g der vakuumtrockenen Galakturonséure wurden in 10 ccm 
Wasser geldést. 


ap = [a]p = 
Anfangsdrehung im 2-dm-Rohr . ; + 1,6°, + 78,2° 
Drehung nach 5 Minuten im 2-dm- Rohr + 1,39°, + 67,94° 
” : = on 1» 2 + 1,18 + 57,65° 
sé jae fe o 2 - 1,14 + 55,73 
» » .o we a + 1,11 + 54,25 
os » 90 — - én + 1,11 + 54,25 
Die Enddrehung belauft sich also auf [a]j) = + 54,2° 


Oxydation der Galakturonsaiure mit Brom in der Kalte. 


0,3574 g vakuumtrockener Galakturonsiure wurden in einer Stdépsel- 
flasche in 30 cem Wasser gelést und in die Lésung 4 cem Brom eingetragen 
Unter éfterem Umschiitteln wurde die Fliissigkeit 9 Tage lang bei Zimmer. 
temperatur stehengelassen. Nach 2 Tagen schied sich bereits Schleimsdur 
in schén ausgebildeten Prismen kristallinisch aus. Nach 9 Tagen wurde 
die Lésung mit dem Brom in eine Waschflasche iibergespiilt und mittels 
Absaugens durch Luft das Brom weggetrieben. Hiernach wurde die Fliissig- 
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keit auf ein kleines Volumen eingedampft, woraus sich nach dem Erkalten 
yrobere Mengen Schleimséure abschieden, die auf einem gewogenen Gooch- 
tiegel abgesaugt, mit wenig kaltem Wasser nachgewaschen und bei 110° 
getrocknet wurden. 

Erhalten: 0,2625 g Schleimsaure. 

Da aus 0,3574g Galakturonsdure theoretisch 0,3869 g Schleimséure 
zu erwarten waren, betrigt die Ausbeute in diesem Falle 67,9 Proz. der 
Theorie. 

0,0929 g bei 110° getrockneter Schleimsiure neutralisieren 8,9 ccm 
2/10 NaOH, 1 g Schleimsiure demnach 95,80 com n/10 NaOH. Fiir 
C,H yO, ber.: 95,26 com n/10 NaOH. 

Der Schmelzpunkt der Schleimsdurekristalle wurde zu 213° gefunden. 
Tollens') gibt ebenfalls 213° an. 

Das Filtrat der Schleimsaurekristalle zeigte noch eine schwache Rechts- 
drehung und gab deutlich die Orcin- und Naphthoresorcinreaktion, enthielt 
also vermutlich noch unoxydierte Galakturonsaure. 


1) Tollens, Handb. d. Kohlenhydrate 1914, 8. 301. 
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Vermehrte Milchsiureausscheidung 
durch den Harn bei der Avitaminose als Beweis fiir die Stérung 
des Kohlehydratstoffwechsels und die Beeinflussung 
dieser Milchsiureausscheidung durch Insulin. 


Von 


Lily Rosenwald. 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 5. September 1925.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Im Laufe ihrer Untersuchungen iiber den Stoffwechsel bei der 
Avitaminose fanden A. Bickel (1) (16) und seine Mitarbeiter: 


1. daB der Kérper der avitaminésen Tiere trotz reicher und sogar 
iiberreicher Nahrungszufuhr und praktisch quantitativer Resorption 
der gemischten Nahrung progressiv abmagert ; 


2. daB im Gegensatz zu diesem gesteigerten Umsatz der Sauerstoff- 
verbrauch, gemessen am Gaswechsel, leicht abnimmt; 


3. daB ein Teil des Kohlenstoffs, der in der Norm den Kérper 
als Kohlensiure durch die Lungen verlaBt, bei der Avitaminose durch 
die Nieren mit dem Harn als ,,dysoxydabler Kohlenstoff* ausgeschieden 
wird, was zu einer leichten Steigerung des Quotienten C/N im Harne 
fiihrt. (Bei der Avitaminose wird also mehr stickstofffreies Materia! 
umgesetzt als in der Norm, neben einer Steigerung des Umsatzes von 
stickstoffhaltigem Material.) 


Bickel (1) kommt auf Grund dieser Feststellungen zu dem Schluii, 
daB es in der Tat einen ,,inneren Hunger“ geben mu, wie es von 
Chossat (2) zum erstenmal vermutet wurde, bei welchem der Kérper, 
die Gewebe, nicht die Fahigkeit besitzen, eine ausreichende, quantitatiy 
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esorbierte Nahrung intermediir zu bearbeiten, zu assimilieren, deren 
Energiegehalt sich voll nutzbar zu machen. 


Der Gewichtsverlust der avitaminésen Versuchstiere beruht in 
ster Linie aut Einschmelzung der Fettdepots. Aber auch die Kohle- 
ydratreserven werden eingeschmolzen, denn die Leber der Tiere 
rarmt an Glykogen. Der ganze Kérper verliert sein Fett, worauf 
e groBartige Abmagerung der Tiere in erster Linie zuriickzufiihren 
4. Die EiweiBverluste sind geringer, denn die Negativitaét des Stick- 
soffwechsels ist unerheblich. In den Intermediarstoffwechsel gelangen 
so nicht nur die Nahrungsbestandteile, bestehend aus Fett, Kohle- 
sydraten und EiweiBstoffen, hinein, sondern auch die kérpereigenen, 
nobilisierten Fette, Kohlehydrate und Eiweifstoffe; an den Ver- 
jrennungen nehmen aber die Kohlehydrate immer weniger teil, was 
us dem Sinken des respiratorischen Quotienten zu schlieBen ist. Das 
rimt sich mit der Tatsache gut, daB bei der Avitaminose im Harne 
moxydierte stickstofffreie oder sehr stickstoffarme Kohlenstoff- 
verbindungen vermehrt ausgeschieden werden, deren Natur man zwar 
noch nicht kennt, aber von denen man vermuten kann, daB sie dem 

Kohlehydratstoffwechsel angehéren [A. Bickel (16).] 


Die Arbeiten von Morinaka (3) aus dem Bickelschen Laboratorium 
haben gezeigt, daB die fliichtigen Fettsiuren im Harne nicht vermehrt 
ind. Héndel (4) fand auch keine Vermehrung, ¢ der Acetonkérper, der 
3-Oxybuttersaure im Harne avitaminéser Tiere, keine Ketonurie, keine 
Acidosis. Die Stoffwechselstérung kann also weder im Ejiweif noch 
m Fettstoffwechsel gesucht werden. So kam A. Bickel auf die Ver- 
mutung, die Stérung miisse auf einer unvollkommenen Oxydation der 
Kohlehydrate beruhen, und der ,,dysoz-ydable Kohlenstoff miisse 
liesen oder ihren Abbauprodukten angehéren. 


Nun wurde die Frage aufgeworfen, in welcher Phase der Kohle- 
hydratstoffwechsel gestért sei, d. h. auf welcher Stufe des Kohlehydrat- 
umsatzes eine Unterbrechung oder Stérung stattfindet, welchen inter- 
mediaren Stoffen des Kohlehydratabbaues bzw. der Kohlehydrat- 
synthese (diese beiden sind ja eng miteinander verbunden!) der ver- 
mehrte dysoxydable Harnkohlenstoff angehérte? Das Verhalten des 
respiratorischen Gaswechsels, die Verminderung der Sauerstoffaufnahme 
lieB darauf schlieBen, daB die Stérung den oxydativen, den aeroben Teil 
des Kohlehydratstoffwechsels betrifft. Wenn diese Annahme richtig 
war und die erste Phase des Zuckerabbaues, die anaerobe Phase: die 
Glykolyse, ungestért verlief, dann muBbten die Endprodukte dieser 
Glykolyse im Kérper eine Vermehrung erfahren. Als _ ,,End- 
produkte“ kénnen wir aber bloB die Nebenprodukte betrachten. 
tin Blick auf das folgende Schema [aus Neubergs (5): Der Zucker- 
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umsatz der Zelle] zeigt uns, welche Stoffe wir hier in Betrach; 
zichen miissen. 
a) CgH,,0, — 2 H,O = C,H,O, (Methylglyoxal-aldol). 
B) C,H,O, = 2CH,: C(OH).CHO bzw. 2CH,.CO.COH 
(Methylglyoxal). 
y) CH,:C(OH).COH + H,O + H, 


CH,:C(OH).COH O 
CH OH.CHOH.CH,OH (Glycerin) + 
~ CH,:C(OH).COOH bzw. CH,.CO.COOH 
(Brenztraubensaure). 
6) CH,.CO.COOH = CO, + CH,.COH (Acetaldehyd). 
é)CH,.CO.COH O CH;.CO.COOH (Brenztraubensiure 


-— | == 
CH,.COH “ H, CH,.CH,OH (Athylalkohol) 

Als Nebenprodukte entstehen also Glycerin + Acetaldehyd iy 
kleinen Mengen. Die Brenztraubensaéure wird gebildet, um wiederun 
zu Kohlenoxyd und Acetaldehyd zu zerfallen. Die Entstehung de: 
Milchsaure fiigt sich ungezwungen diesem Schema ein, wenn ma 
annimmt, daB ein kleiner Teil des Methylglyoxals durch eine inner 
Dismutation zu weiter nicht angreifbarer Milchsaure ,,stabilisiert‘ wird 


CH,.cCO H, CH,.CHOH 


+i = 
COH O COOH (Milchséure), 
wie Neuberg den Vorgang auf Grund der von ihm aufgefundenen 
das Methylglyoxal hydralisierenden Fermente nennt. [Vgl. Neuberg (5) 
Der Zuckerumsatz der Zelle]. 
Die Milchsiure wird also auf anaerobem, rein fermentativem 


Wege glykolytisch nicht weiter abgebaut; hier muB die oxydative 


Phase des Zuckerstoffwechsels einsetzen. 
Gerade diese oxydative Phase schien aber bei der Avitaminos: 
unvollstandig zu verlaufen (s. das iiber den Gaswechsel Gesagte) 


Von einem eigentlichen Sauerstoffmangel kann nicht die Rede sein, 
da der Luftsauerstoff den Geweben des Organismus bei der Avitaminose 


zur freien Verfiigung steht. Es liegt an den Geweben, diesen in geniigen- 
dem MaBe auszunutzen. Die Respirationsversuche hatten gezeigt. 
daB jene dazu nicht fahig waren. Es lag offenbar ein innerer Sauerstoff- 
mangel vor, ein Sauerstoffmangel der Gewebe, bedingt durch die Un- 
fihigkeit der Gewebselemente, den Sauerstoff, der ihnen zugefiihrt 
wurde, in ausreichender Weise auszunutzen. Nichts aber sprach fiir 
eine gestérte Glykolyse ; im Gegenteil sprach die Verarmung des Kérpers 
an Glykogen fiir eine reichliche Mobilisation von Kohlehydraten. E> 
lag also die Annahme nahe, daB 1. bei der Avitaminose der oxydativ: 
Teil des Kohlehydratstoffwechsels gestért war, wobei die Glykoly~ 
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im wesentlichen normal verlief, daB 2. bei der Reversibilitat der Haupt- 
reaktionen (Abbau und Aufbau) die Stérung chemisch bloB an den 
Nebenprodukten faBbar sein wiirde und man gewissermaBen als In- 
dikator fiir diese Stérung im Hauptverkehr eine Stauung in den Neben- 
straben, eine vermehrte Milchsiureproduktion erwarten diirfte. 

Ich habe daher den Milchsiuregehalt des Harnes avitaminéser Hunde 
yeprift und dabei eine betrachtliche Erhéhung desselben gefunden. 


Die Milchséiurebestimmungen sind nach der Methode von Fiirth- 
Charnass (6) gemacht, wobei die Milchséure in schwefelsaurer Lésung mit 
Kaliumpermanganat zu Acetaldehyd oxydiert wird. Der Acetaldehyd 
wird in einer Vorlage von Kaliumbisulfit von bekanntem Jodwert auf- 
gefangen und durch Riicktitration jodometrisch bestimmt (néiheres siehe 
Fiirth-Charnass, diese Zeitschr. 26, 199, 1910). 

Hund | wurde durch eine auf sein Anfangskérpergewicht berechnete, 
kalorisch ausreichende tagliche Nahrung, bestehend aus 40¢ Reis, 25 ¢ 
WeizeneiweiB, 15 g Schweinefett, 1,5 g Salzgemisch, vom 19. Mai 1925 an 
avitaminés erndhrt und im friihen Stadium der Avitaminose untersucht. 
Aus der Tabelle I sowie aus der Ausscheidungskurve (Abb. 1) ist ersichtlich, 


Tabelle I. Hund | (Anfangsstadium der Avitaminose). 




















Kér h H _ Absolute Milchsaure- 
Datum pergewicht arnmenge = Milchsauremenge konzentration Bemerkungen 
& ecm mg mg-Proz. 
1925 
19.V 6250 260 17,1 66 
20. V 6250 330 20.8 63 
6. VI 5700 385 108.6 - 28,2 
7.VI 5600 380 105.5 27,7 | Insulin 
8. VI. 5660 —_ — —_ | subkutan 
9. VI. 5600 420 132,2 314 
10. VI, 5600 325 81,0 25.0 
11. VI. 5570 408 114.0 27,9 
12. VI. 5600 282 98,9 35,0 
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Abb. 1. 
Absolute Milchsdéuremenge. 
—— Proz. Konzentration der Milchsaure 
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daB die absoluten Milchsiuremengen im Tagesharn von 17,1 bis 20,8 my 
nach 2 Wochen auf 108,6 bis 105,5 mg gestiegen sind. Die Milchsiyy, 
konzentration (d. h. die auf 100 ccm Harn berechnete Milchséuremenge), 
die zu Anfang der avitaminésen Ernadhrung 6,6 bis 6,3 mg-Proz. betrug. 
stieg in derselben Zeit auf 28,2 bis 27,7 mg-Proz. an. Die Kurve der Ko, 
zentration zeigt also einen gewissen Parallelismus mit der der Taves. 
ausscheidungen. 

Es wurde bei dem Hunde weiter die Wirkung des Insulins gepriif; 
da in Parallelversuchen an einem anderen Hunde von Bickel und Kauj//ma) 
Cosla (17) gefunden worden war, daB die Ausscheidung des dysoxydahe)) 
Kohlenstoffs bei der Avitaminose durch Insulin vermindert wurde.  E); 
Blick auf die Kurve (Abb. 1) zeigt uns, daB auch die Milchséureausscheiduny 
durch Insulin abnimmt, um nach Aufhéren der Insulinwirkung wiede: 
zuzunehmen. Auffallend ist, daB die Abnahme der Milchséiureausscheidung 
erst am zweiten Tage nach der letzten Insulininjektion zustande kommt 

Hund 2 zeigte uns ein ahnliches Verhalten. Dieser bekam als taglicly 
Nahrung 40 g Reis, 35 g WeizeneiweiB, 15 g Schweinefett und 1,5 g Osborn 
Salzgemisch. Wir finden in friihen Stadien der Avitaminose Milchsiéiur 
werte von 35 bis 40,7 mg im Tagesharn. Dementsprechend finden wir 
Konzentrationen von im Mittel 4,5 mg-Proz. Nach 3 Monaten, also in 
Stadium der schweren Avitaminose finden wir 81,9 bis 115,2 bis 185,6 mg 


absolute Tagesmengen und die Konzentrationen auf 21,0 bis 36,0 bis 


40,3 mg-Proz. gestiegen (siehe Tabelle II und Kurve Abb. 2); auch hier 
macht die Kurve der Konzentrationen die Bewegungen der Kurve de: 
absoluten Werte mit geringerer Amplitude mit. Auch in diesem Versucl 
finden wir nach subkutaner Injektion von Insulin einen Abfall der aus 
geschiedenen Milchséuremengen von 185,6 bis auf 68,8 mg, um dann, nac! 
Aufhéren der Insulinwirkung, wieder auf 143,4 bzw. 168,0 mg (absolut 
zu steigen. Auch hier erfolgt Abnahme der Konzentration nach Insulin 


Tabelle IT. 


Hund 2. (Tiefe Avitaminose.) 





Kérpers Harn Absolute Milchsaure- 
Datum gewicht menge Milchsauremenge konzentration C:N Bemerkungen 
g com mg mg-Proz. 
1925 
10. 11T. 6000 610 35,0 5.7 0.49 
11.117. 5900 350 35,0 1,0 0,49 
20. 11T. 6000 870 46,7 53 0,62 
21.111. 6030 770 46,7 6,0 0,62 
2.VI. 4930 390 81,9 21,0 1,10 
3.VI. 4900 320 115,2 36,0 1,10 | 
4.VI. 4700 | 460 185,6 403 049 |) Insulin 
5. VI, 4650 | 377 150,8 40,0 | 0,35 | 5 Eiheiten 
6.VI 4550 | 415 68,8 i 
7. VI. _— — — --  — Durchfall 
8. VI. 4500 685 143.4 20,9 — 
9. VI. 4550 375 168,0 44.8 — 
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Abb. 2. 
—— Absolute Milchsauremenge. 
Proz. Konzentration der Milchsaure. 


Um zu priifen, ob es sich nicht um Zufallsbefunde bei der Insulin- 
wirkung gehandelt hat, wurde nun bei demselben Hunde nach 5 Tagen 
der Insulinversuch wiederholt (s. Tabelle III und Abb. 3). 








Tabelle ITI. 
Hund 2. (Tiefe Avitaminose.) 
Korper- . Absolute Milchsaure- 

Datum gewicht | Har 8 Milchsa ry konzentration Bemerkungen 

8 com mg mg-Proz. 

1925 

14. VI. 4520 340 1110 35,5 
15. VI. 4500 360 160,0 44.5 Insulin 5 Finheiten 
16, VI. 4500 690 192,0 22,1 
17. VI. 4500 410 86,4 21,0 
18, VI. 4500 540 166,2 30,7 
19, VI. 4470 | 445 162,2 36,4 
20, VI. 4500 490 152.7 31,1 


Auch hier finden wir das bisherige Verhalten; von 192,7 mg erfolgte 
ein Absturz auf 86,4 mg nach Darreichung von Insulin, um dann wieder, 
nach Aufhéren der Insulinwirkung, bis auf Werte von 166,2 mg anzusteigen. 
Die Kurve der Konzentration zeigt den gewohnten Parallelismus~ mit 
geringerer Amplitude. Die Kurven der beiden Versuche zeigen im Prinzip 
ein gleiches Verhalten; die Auswirkung des Insulins auf die Milchséure- 
ausscheidung tritt zégernd ein; die Senkung des Quotienten C: N durch 
Insulin kann schon friiher da sein, am Insulintage selbst, wihrend die Ver- 
minderung der Milchséureausscheidung erst am folgenden bzw. zweit- 
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folgenden Tage deutlich wird. Das beweist auch, daB die Quotien. 


erhéhung mit der Milchséureausscheidung wenig zu tun hat. Es kann sic) 


bei den Beobachtungen an der Milchséure nicht um Zufallsbefunde handel), 
da alle Versuche das gleiche Erge}hy\ 


lieferten. 

Tabelle IV und Abb. 4 zeigen noc! 
die Versuche an einem Hunde 3, der be 
relativ reichlicher Kohlehydratnahrun 
ohne Fettzulage, aber durch Orangesaj 
zugabe partiell vitaminhaltig ernahrt wa; 
Der Hund wurde bei einem Gewicht yo; 
annaihernd 4000 g mit 45g Reis, 25, 
WeizeneiweiB, 1g Salzgemisch, 60 cc 
Orangensaft ernahrt. 
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Abb. 3. Abb. 4. 
Hund 2. (Tiefe Avitaminoss.) —— Absolute Milchsiuremenge. 
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Proz. Konzentration der Milch 
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Tabelle 1V. Hund 3. (Fiitterung ohne Faktor A.) 





Kérper- Absolute Milchsaure- 
Datum gewicht Harnmenge Milchsiuremenge konzentration Bemerkungen 
g ccm mg mg-Proz. 
1925 

14. VI. 3850 250 73,7 29.5 

15. VI. 3720 385 53,9 14,0 

16, VI. 3800 340 _ = Insulin 2 Einheite: 

17, VI. 3750 370 48,1 13,0 “tik 
‘ 18. VI. 3770 260 54.6 21,0 a 
; 19. VI 3800 365 43,8 12,0 
A 20. VI. —_ = — — 

21.VI. 3700 445 26,7 6.0 
t Wir finden hier schon im Anfang der Fiitterung etwas héhere Milch 


séurewerte als bei den anderen Hunden, was auf die reichere Kohlehydrat- 

\ zufuhr zuriickzufiihren sein wird. Wir sehen auBerdem, daB® die nicht 

; aufsteigende Kurve der Milchsiureausscheidung durch drei Insulintag: 
nur eine ganz schwach absteigende Tendenz bekommen hat. 

Dieser Versuch zeigt erstens, daB das Fehlen des Faktors A keine» 

EinfluB auf die Milchséiureausscheidung bei einem nur mit den Fak. 

toren B und C ernahrten Hunde hat, zweitens, daB auf die normale 
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Milchsaéureausscheidung das Insulin héchstens einen ganz abgeschwachten 
EinfluB hat. Zugleich zeigt auch dieser Versuch in Verbindung mit 
den bekannten Beziehungen des B-Faktors zum Kohlehydratstoff- 
wechsel (Beobachtungen an Tauben), daB Anwesenheit des B-Faktors 
die pathologische Milchséureausscheidung durch den Harn verhindert. 
Das Verhalten der Milchsiure im Harne avitamindéser Tiere zeigt einen 
auffallenden Parallelismus mit dem Verhalten des _ ,,dysoxydablen 
Kohlenstoffs“ iiberhaupt. Die Milchsiureausscheidung steigt im Ver- 
laufe der Avitaminose betrichtlich an und reagiert auf Insulindar- 
reichung mit einer voriibergehenden Abnahme, genau wie der dys- 
oxydable Kohlenstoff, wenn auch zeitlich etwas zégernder als die 
Hauptmasse desselben. Auch aus anderen Griinden sind wir nicht 
berechtigt, die Milchsiure mit dem dysoxydablen Kohlenstoff schlechthin 
zu identifizieren, da die absoluten Mengen der Milchsaure zu gering sind, 
um die erhéhten Werte des dysoxydablen Kohlenstoffs ganz zu liefern. 
(Selbst wenn wir etwaige Fehler der Methodik mit 100 Proz. in Anrech- 
nung brachten, wiirden die gefundenen absoluten Milchséiurewerte zu klein 
sein, um das Phanomen des erhéhten Quotienten ganz zu erklaren, trotz 
der starken relativen Vermehrung.) Man kann daraus den SchluB ziehen, 
daB die Milchséiure zwar einen Teil des dysoxydablen Kohlenstoffs 
ausmacht, daB man aber annehmen muB, daB neben ihr noch, andere 
Zeischenprodukte des Kohlehydratstoffwechsels in vermehrter Menge 
zur Ausscheidung gelangen, die auch prompter als die pathologische 
Milchséiureausscheidung durch Insulin redressiert werden. Die Ver- 
mehrung der Milchsaure dient als Indikator dafiir, daB bei der Avitaminose 
in der Tat der Kohlehydratstoffwechsel eine Stérung erlitten hat. Die Be- 
ziehungen der Milchsiure zum Kohlehydratstoffwechsel sind bekannt 
(0. Fiirth (6)). Das Reagieren auf Insulin kann ebenfalls als Beweis dafiir 
betrachtet werden, daB die Stérung im Kohlehydratumsatz liegt, denn wie 
vom Diabetes her bekannt ist, greift das Insulin eben doch vorziiglich in 
den Kohlehydratstoffwechsel ein. Wir kénnen aber noch weitergehende 
Schliisse auf die Art der Stérung ziehen. Es ist die Annahme bestiatigt, 
daB bei der Avitaminose der oxydative Anteil des Zuckerstoffwechsels 
gestért ist. Es handelt sich offenbar um eine Stérung, die in die Gewebe 
lokalisiert werden mu8, um einen inneren Sauerstoffmangel der Gewebe, 
wobei die unvollstindig verbrannten Kohlenstoffverbindungen im 
Harne zutage treten, und die in ihnen enthaltenen chemischen Energien 
fiir den Kérper verloren gehen. Diese andauernden Defizite sind es, 
die zu der Verelendung des Kérpers fiihren. Wir bekommen auf diese 
Weise eine neue Auffassung von der Kachexie im allgemeinen, wodurch 
sie auch bedingt sein mag. 


Wir finden in der Literatur viele Hinweise auf das Auftreten von Milch- 
siure im Harne bei Vergiftungen. 7’. Araki (7) fand sie im Harne von Tieren, 
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die er eine Zeitlang Kohlenoxyd atmen lieB. Er nimmt dabei an, dat ja. 
Auftreten von abnormen Bestandteilen im Harne bei der CO-Vergift ing 
auf Einwirkung des dabei stattgefundenen Sauerstoffmangels zuriick. 
zufiihren ist, und da8 Kohlenoxydvergiftung nichts anderes ist, als 
allmahliche Sauerstoffentziehung aus dem Organismus. Hier handelt es 
sich um eine Stérung des Sauerstofftragers: des Blutes, da der an (0 
gebundene Teil des Hamoglobins an der Sauerstoffaufnahme aus der 
Alveolarluft gehindert ist. Man kénnte auch annehmen, daB eine spezifische 
Giftwirkung des Kohlenoxyds zu den abnormen Stoffwechselprodukten 
gefiihrt hat; deshalb hatte Araki versucht, einen rein AuBeren, mechanischen 
Sauerstoffmangel herbeizufiihren, indem er in einer Luft atmen lie®, der 
er allmahlich mechanisch den Sauerstoff immer mehr entzog. Es trat 
vermehrte Milchséureausscheidung im Harne auf. Damit war seine An 
nahme bei der CO-Vergiftung bewiesen. 

Bei der Strychninvergiftung von Fréschen fand Marcuse (8) im Harne 
Milchsiure und hat es so gedeutet, daB8 der Strychnintetanus an der ver. 
mehrten Milchséureausscheidung schuld sei. Die Untersuchungen von 
Spiro (9) iiber die Milchséureausscheidung im Harne bei Menschen mit 
starker Muskeltatigkeit und iiber die Milchsiure im Blute von Tieren, 
deren Muskel einige Zeit im Tetanus erhalten waren, schienen dieser Deut ung 
besonders giinstig. Strychnintetanus fiihrt aber stets eine Stérung ce: 
Respiration herbei, und es ist also bei Vergiftung mit Strychnin die starke 
Tatigkeit der Muskeln mit ungeniigender Sauerstoffzufuhr kombiniert. 

Der Versuch, die Milchséurevermehrung bei der Giftwirkung durch 
vermehrte Muskeltatigkeit erkliren zu wollen, versagt aber vollkommen 
bei der Curarevergiftung (Araki), bei welcher die Muskeln in méglichster 
Ruhe verharren. Araki fand naimlich bei der Vergiftung mit Curare und 
mit Strychnin bei Hiihnern, Kaninchen und Hunden ebenfalls vermelirte 
Lactacidurie. Cl. Bernard (10) hat bei Curarevergiftung auch Glykosurie 
gefunden; L. Senff (11) hat durch CO-Atmung Diabetes erzeugt. Offenbar 
haben die genannten Autoren mit gréBeren Giftdosen gearbeitet, was zu 
einer tiefer gehenden Stérung gefiihrt hat. Es kam gar nicht bis zu den 
Abbauprodukten; die Stérung der Zellfunktion konnte eine so hochgradige 
sein, daB letztere nicht einmal ausreichte, um hochwertigen Verbindungen, 
wie dem Traubenzucker, wenigstens einen Teil der in ihnen enthaltenen 
chemischen Energie abzugewinnen: der Kérper verlor ihn im ganzen. 

Araki(7) hat schon die Vermutung ausgesprochen (S. 370), dai 
schwdcherer Sauerstoffmangel nur zur Milchsdureausscheidung fiihrt, und dali 
Zucker erst bei hochgradigem Sauersto/jfmangel auftritt. 


Durch die Analogie in dem Verhalten der Milchsaure bei Zustanden 
von Sauerstoffmangel und bei der Avitaminose ist man geneigt, cies 
auf die Avitaminose zu iibertragen. Demnach wiirde die Hauptstérung 
des avitaminésen Stoffwechsels in einem Sauerstoffmangel mafigeren 
Grades liegen, wobei die Gewebe die Fahigkeit verloren haben, den 
ihnen zur Verfiigung gestellten Sauerstoff in geniigendem Umfange 
aufzunehmen. 

Interessant sind noch, wegen der Ahnlichkeit mit diesem Ver- 
halten, die Befunde von vermehrter Milchsiureausscheidung bei cer 
Abkiihlung von Saugetieren. 
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Araki (7) hatte diese Versuche an Séugetieren durch Bedecken mit 
Schnee oder Eintauchen in Eiswasser ausgefiihrt. Ebenso interessant 
mu es sein, zu héren, daB Quinquaud (13) bei abgekiihlten Tieren eine 
hochgradige Sauerstoffanreicherung im Blute fand, die auf eine Herab- 
setzung der Verbrennungsvorginge in den Geweben zuriickgefiihrt wurde. 
Spiro fand bei Abkiihlung eine Erhéhung des Quotienten C/N (siehe 
Spiro in Neuberg: Der Harn) ahnlich der Avitaminose. Arnoldi fand, daB 
vielfach bei Patienten mit verschiedenen Krankheitszustanden, bei denen 
der Harnquotient C/N hoch war, der Gaswechsel njedrig lag, und da8 
durch Insulin mit der Senkung des Quotienten der Gaswechsel in die Héhe 
ging. Es handelt sich hier um die Fille, auf die Bickel in seinem Vortrage 
liber Vitamine, Avitaminose und dysoxydative Carbonurie hingewiesen 
hat (16). Die Tatsache scheint dieselbe Bedeutung zu haben, wie der Befund 
von Quinquaud (13) iiber die Sauerstoffriickstauung im Blute bei der Ab- 
kiihlung. <A. Frdnkel (14) fand ferner in Versuchen an Warmbliitern, in 
denen die Versuchstiere entweder mit Kohlenoxyd vergiftet waren, oder 
der Sauerstoffmangel durch Verengerung der Trachealfistel, durch welche 
die Tiere atmeten, herbeigefiihrt war, eine Steigerung der Harnstoff- 
ausscheidung, die als Ausdruck einer gesteigerten Stickstoffausscheidung 
betrachtet werden konnte. Man konnte annehmen, da8 der vermehrte 
Stickstoff im Harne Ammoniak angehéren konnte, welches vermehrt aus- 
geschieden wurde, um die bei dem Sauerstoffmangel auftretende vermehrte 
Milchséure zu neutralisieren. Einige Versuche, die von Araki angestellt 
worden waren, zeigten also tatsichlich eine Zunahme des Ammoniak- 
gehaltes im Harne bei dem Vergleiche des Ammoniakgehaltes vor und nach 
der Herstellung des Sauerstoffmangels. 

Auf die Bedeutung des Insulins soll hier nur ganz kurz und nur im 
Zusammenhang mit der Milchséiureausscheidung eingegangen werden. 
Wir haben gesehen, da8 die Milchséiureausscheidung durch Insulindar- 
reichung vermindert werden konnte. Wenn Embden (15) recht hat, indem 
er behauptet, ,,in der Milchséiure wire noch bei weitem die Hauptmenge 
chemischer Energie vorhanden, die im Traubenzucker steckt“, dann be- 
deutet die Verminderung der Milchséureausscheidung durch das Insulin 
eine erhebliche Ersparnis fiir den Organiemus. Leider hat das Insulin eine 
sehr voriibergehende Wirkung. 


Zusammenfassend kann man die Resultate dieser Arbeit in folgen- 
den Satzen ausdriicken: 

1. Bei der Avitaminose findet sich eine relativ vermehrte Milch- 
siureausscheidung durch den Harn. 

2. Die Milchséure bildet bloB einen Teil des bei dieser Krankheit 
gesteigerten dysoxydablen Harnkohlenstoffs, weil die absoluten Milch- 
séuremengen nicht ausreichen, um den gesamten erhéhten dysoxydablen 
Kohlenstoff zu liefern. 

3. Die vermehrte Milchsiureausscheidung geht auf Darreichung 
von Insulin auf geringere Werte zuriick, um nach Aufhéren der Insulin- 
wirkung wieder anzusteigen. 

Aus den Befunden lassen sich folgende Schliisse ziehen: 

a) Die Stoffwechselstérung betrifft bei der Avitaminose vorwiegend 
den Kohlehydratstoffwechsel. 
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b) Es liegt eine Stérung der oxydativen Phase des Kohlehyirat. 
stoffwechsels vor; ein ,,innerer“ Sauerstoffmangel. 

Zum SchluB will ich noch darauf hinweisen, daB unabhangig voy 
mir Herr Dr. Collazo, wie ich von ihm hérte, im Laboratorium fiir 
experimentelle Pathologie in Paris (Prof. Labbé) ebenfalls bei avita. 
minésen Tieren die Milchsiurevermehrung im Harne und auBerden 
auch im Blute gefunden hat. Durch diese Bestatigung meiner Versuchs. 
resultate wird deren Beweiskraft noch weiter gehoben. [Anmerkung 
bei der Korrektur: Eine kurze Mitteilung von Collazo iiber seine Ver. 
suche ist inzwischen erschienen (18) ]. 
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Die Oberflichenspannung des Blutserums 
unter normalen und pathologischen Bedingungen, 
besonders bei der Lungentuberkulose. 


Von 
Walter Sauer. 
(Aus der inneren Abteilung des Krankenhauses Lankwitz.) 
(Eingegangen am 30. November 1925.) 


Neue therapeutische Versuche bei der Lungentuberkulose brachten 
uns auf die Vermutung, daB es sich bei dieser Krankheit um einen 
ProzeB handele, der mit Erhéhung der sonst konstanten Oberflichen- 
spannung einhergehe. Auf Veranlassung von Prof. Zuelzer unternahm 
ich es, die Oberflichenspannung des Blutserums im normalen und 
krankhaften Zustande, besonders bei Tuberkulosen, zu untersuchen. 


Zur Bestimmung der Oberfl.-Sp. (= Oberflichenspannung) sind 
verschiedene Methoden angegeben worden, deren Ergebnisse aber 
stark voneinander abweichen. 

Traube fand mit dem Stalagmometer 6,42 mg/mm; Fano-Mayer mit 
der Blasendruckmethode 58,2 bis 59,9 Dyn/em bei 39°C. Von Morgan und 
Woodward wurden mit der Tropfengewichtsmethode 44,3 bis 46,4 Dyn/cm 
angegeben. Du Noiiy') stellte als Normalwert mit seiner Ringmethode 
55,5 bis 55,6 Dyn/em bei 25°C fest. 

Diese Methoden sind alle etwas umstiindlich und zeitraubend, so 
daB wir uns nach einer einfachen, schnell auszufiihrenden, aber doch 
fiir unsere Untersuchungen geniigend genauen Methode umsahen. Wir 
glauben, daB diesem Zwecke vollkommen die von R. Brinkman und 
Friulein van Dam*) angegebene Adhisionsmethode entspricht. 

Die Bestimmung geschieht mittels eines kleinen, flachen, horizontal 
hingenden Platinringes; zur Wagung dient die Braun-Hartmannsche 
Torsionswage, die ein Ablesen von | mg hinreichend genau gestattet. Man 
hingt den Ring an das Wagehikchen und stellt das Torsionsgleichgewicht 
ein. Das zu untersuchende Serum befindet sich in einem Uhrschalchen auf 
einem Schraubenstativ. Das Stativ wird so eingestellt, daB der Platinring 


1) Du Noiiy, Journ. of exper. Med. 35, 1922. 
2) R. Brinkman und Fri. van Dam, Miinch. med. Wochenschr. 1921, 
Nr. 48. 
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gerade die Serumoberflache beriihrt ; dann wird die TorsionsgréBe bestimmt. 
die den Ring gerade losreiBen kann (K); nach Entfernung des Uhrschiilchens 
bestimmt man das Gewicht des Ringes + anhaftender Fliissigkeit (() 
Die Berechnung erfolgt nach der Formel 
K —¢ 
DL 


” x 0,981. 


Der Wert L ist eine fiir jeden Ring bestimmte Konstante. Zu beachten 
ist, daB das niichtern zu entnehmende Serum vor der Bestimmung 30 Mi 
nuten in der Schale stehen mu, da dann erst Oberflichengleichgewich: 
herrscht, worauf erst kiirzlich Tominaga’) hingewiesen hat. DaB die Schal 
chen und Glaser fettfrei und der Platinring durch Ausgliihen sauber 2); 
halten sind, bedarf keiner besonderen Erwaihnung. Bei Frauen ist auf di: 
Menses zu achten, da zu der Zeit Verainderungen der Werte auftrete 
[ Tagakoro*)}. 

Unsere Bestimmungen wurden alle bei Zimmertemperatur vorgenommen 
(+ 18°C), eventuelle Temperaturdifferenzen lassen sich durch die Forme! 
korrigieren : 

of = 4 (1 — yt)y + 0,003. 
«“ Oberfl.-Sp. bei gesuchter Temperatur, ¢, der bei herrschender Tempe- 
ratur gefundene Wert. 

Wie Kisch*) und Brinkman*) gezeigt haben, sind die Werte bei 
demselben Patienten bei verschiedenen Messungen immer gleich, nur 
weisen, wie oben schon erwahnt, die einzelnen Verfahren Differenzen 
untereinander auf, so sind nach Tominaga®) die mit der Ringmethode 
gefundenen Werte 10 Dyn/em kleiner als die Stalagmometerwerte. 
was bei Vergleichen mit Ergebnissen anderer Untersucher zu beriick. 
sichtigen ist. 

Es wurden auf unserer Inneren Abteilung in der Zeit vom Dezem- 
ber 1924 bis Juni 1925 etwa 270 Oberf].-Sp.-Bestimmungen ausgefiihrt ; 
es wurde fast jeder Zugang untersucht. Aus Raummangel kénnen die 
einzelnen Resultate nicht aufgefiihrt werden, es folgt deshalb eine 
Zusammenstellung der nach Krankheitsgruppen geordneten Fille. 


I. Sera von Kontrollfillen, 


Es handelt sich um organisch Gesunde, Neuropathen, Manner mit 
leichten unspezifischen Hautaffektionen (Scabies), und unkomplizierte 
Gonorrhoen. Wir fanden als Durchschnittswert bei 45 Fallen 57,48 Dyn/em. 
was gut mit den bisher veréffentlichten Werten iibereinstimmt. Brinkman‘) 
gab bei Anwendung derselben Methode 55 bis 57 Dyn/cm als Norm an. 


') T. Tominaga, diese Zeitschr. 140, 1923. 

*) Tagakoro, Tetsuturo, Journ. of Biol. 8, 1924. 

3) Bruno Kisch, Miinch. med. Wochenschr. 1921, Nr. 37. 

*) Brinkman, Arch. néerl. de phys. de Phomme et des animaux 1922, 
Nr. 7. 

5) a.a. O. 

®) a.a. O. 
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II. Sera bei verschiedenen Erkrankungen. 


1. Nicht tuberkuléser Entziindungen. 


Bei 14 Fallen von Arthritiden, Endocarditis, Nephritis ergab sich ein 
Wert von 57,58 Dyn/em, d. h. gegen den Normalwert keine nennenswerte 
Abweichung. 


2. Gyndkologische Erkrankungen. 

(Adnextumoren, Kolpitis.) Es wurde hier als Mittelwert 56,72 Dyn/em 
gefunden; ein sicher unter der Norm liegender Wert. Interessant ist das 
Resultat der bei allen Fallen gleichzeitig angestellten Senkungsgeschwindig- 
keit der roten Blutkérperchen. Wir bedienten uns der Linzenmeierschen*) 
Methode: zu 0,2cem 5proz. Natr.-citric.-Lésung 0,8cem Blut durch 
Venenpunktion gewonnen. In allen Fallen bestand eine hohe Beschleunigung 
der Skg. (10 bis 34 Minuten, nur einmal 230 Minuten). Es entspricht also 
einer Erniedrigung der Oberfl.-Sp. eine Beschleunigung der Skg.; es ist 
dieses Verhalten im Hinblick auf die Resultate bei der Tuberkulose (s. unten) 
sehr eigentiimlich. Da aber nur acht Fille dieser Art untersucht werden 
konnten, l4Bt sich kein endgiiltiges Urteil iiber Zusammenhang von 
Senkungsbeschleunigung und Oberfl.-Sp. abgeben. 


3. Carcinome. 


Es wurden 14 Fille *) untersucht, von denen bis suf ein Scheiden-Ca- 
Rezidiv alle unbehandelt waren. Es wurde fiir Carcinome ein Wert von 
56,59 Dyn/em ermittelt, was einer Erniedrigung entspricht. Ahnliche 
Resultate gibt Solowiew* ) an, der bei Extrakten aus Carcinomen, Sarkomen 
eine Erniedrigung der Oberfl.-Sp. feststellen konnte, die anscheinend mit 
dem Grad der Malignitaét parallel zu gehen scheint. Experimentell konnte 
Kopaczewski*) nachweisen, da8 Implantation von Sarkomgewebe unter 
die Haut bei Ratten eine Erniedrigung der Oberfl.-Sp. von 5 Dyn/em 
hervorruft ; das gleiche fand er beim Teercarcinom. Erst kiirzlich bestatigte 
Baucr*), daB beim Krebs die Oberfl.-Sp. erniedrigt ware (ohne jedoch 
irgendwelche Werte anzugeben); der Autor fiihrt auf diese Erniedrigung 
sogar eine neue Krebsgenese zuriick. Zur Erhéhung der Oberfl.-Sp. und 
somit zur Verhinderung einer Krebsentwicklung stellte er aus der Milz 
ein Priparat dar, was im Tierversuch einen scheinbar giinstigen EinfluB 
ausiibte. 


4. Nicht tuberkulése Lungenerkrankung. 


Nach Untersuchung einer gréBeren Anzahl von Patienten (40) ergab 
sich — es handelte sich um Bronchitiden, Grippen, Pleuritiden — als 
Mittelwert 57,37 Dyn/em, ein normaler Wert. Die Senkung schwankte 
zwischen 60 und 300 Minuten. 


1) Linzenmeier, Zentralbl. f. Gyn. 30, 1920; Miinch. med. Wochenschr. 
1923, H. 40. 

2) B. M. Solowiew, Zeitschr. f. Krebsforsch. 21, 1924. 

*) Kopaczewski, C. r. Hebd. de l’acad. des sciences 179, 1924. 

*) E. Bauer, Miinch. med. Wochenschr. 1925, Nr. 41. 

*) Ein Teil der Sera stammt aus der Univ.-Frauenklinik, fiir deren 
Uberlassung ich Herrn Prof. Warnekros auch an dieser Stelle meinen besten 
Dank abstatten mdchte. 
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Die bei verschiedenen Fallen aus allen der eben aufgezihiten Gruj pen 
in gréBeren Abstaénden wiederholt vorgenommenen Messungen ergatben, 
daB die Konstanz der Oberfl.-Sp., die nach Brinkman’) eine Regulierung 
zur Voraussetzung haben miisse, zutrifft. 


III, Sera von tuberkulésen Patienten. 


Hinsichtlich der Konstanz der Oberfl.-Sp. wurden wir bei Nachpriifung 
an Lungentuberkulosen eines anderen belehrt. Es handelte sich um 
27 Patienten mit insgesamt 149 Bestimmungen der Oberfl.-Sp.; die Faille 
zeigten positiven Bazillenbefund sowie einen deutlichen klinischen und 
Réntgenbefund. Da sich bei den verschiedenen Untersuchungen derselben 
Patienten groBe Differenzen ergaben, mu8B von einem Mittelwert abgesehen 
und ausfiihrlicher auf die einzelnen Fille eingegangen werden. 


Bei den weitaus meisten Fallen fand sich bei der ersten Bestimmung 
der Oberfl.-Sp. ein erhdhter, iiber der Norm liegenderWert (58 bis 60 Dyn /cm), 
und zwar war die Erhéhung der Oberfl.-Sp. bei Fallen mit ausgedehnten 
klinischen Befunden, besonders exsudativer Form, betrachtlicher als bei 
solehen mit geringem Befunde. Im Verlauf des Krankenhausaufenthaltes 
(bei Ruhe, guter Kost, Roborantien) ergab sich nun, daB mit zunehmender 
Besserung eine Erniedrigung der Oberfl.-Sp. eintrat, d. h. die Werte naherten 
sich dem Normalen. Gleichzeitig verlangsamte sich die anfangs beschleunigte 
Senkungsgeschwindigkeit, so daB sich die Senkung verlangsamt, wahrend 
die Oberfl].-Sp. sinkt. Es ergab sich bei verschiedenen Patienten, die eine 
weitgehende Besserung des klinischen und Réntgenbefundes aufwiesen, 
daB8 bei der Entlassung die Oberfl.-Sp. einen fast normalen Wert aufwies, 
wahrend andere Patienten, die als verschlechtert das Krankenhaus ver- 
lieBen, noch erhéhte Werte der Oberfl.-Sp. zeigten (58,31 bis 59,44 Dyn /cm). 
Einige Fille, die nach langerer Behandlung ad exitum kamen, zeigten sub 
finem eine starke, hoch iiber der Norm liegende Oberfl.-Sp. (60 bis 63 Dyn cm); 
die Senkung hielt sich dann auch im Sinne einer Verschlechterung. 


wie geschilderten Verhaltnisse werden am deutlichsten an Hand einiger 
Beispiele : 
Nr. 2. Erika B., 26 Jahr. Prod. The. 


10. Februar 1925. . . . 61,64 Dyn/em Senkung 31 Minuten 
17. Marz 1925 .... . 61,46 =, 
25. April 1925... . . 57,07_—s,, v9 80, 


Arbeitsfahig, wesentlich gebessert entlassen. 
Nr. 17. Franz K., 24 Jahr. Prod. Tbe. 


13. Dezember 1924 . . . 57,64 Dyn/em Senkung 16 Minuten 
20. Februar 1925. . . . 56,73 _,, 
4. April 1925... . . 56,37 o os 37 ows 


Arbeitsfaihig, gebessert entlassen. 


Nr. 6. Anna B., 24 Jahr. ¢ Kasige Pneumonie, exsudative Form. 


18. Dezember 1924 . . . 57,24 Dyn/cm 
16. Januar 1925 .. . . 56,70 =e 
2. Februar 1925... . 59,03 os 


1) a. a. O. 
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Nr. 23. Auguste Sch., 64 Jahr ¢. Cirrhot. Form, Darmtuberkulose. 
Dezember 1924 . . . 56,70 Dyn/em 
20. Februar 1925... . 64,41 = 
Nr. 15. Margarete Ho., 27 Jahr. Cirrhot. Form. 


31. Januar 1925 .. . . 60,81 Dyn/em Senkung 30 Minuten 
5. Marz 1925... . . 60,85 * 
2.April1925 .... . 60,04 __,, 

25. April1925 ... . . 57,55 ” ” 30 - 


Patientin wurde gebessert mit Riickgang der klinischen und réntgeno- 
logischen Erscheinungen entlassen, die allerdings nur zweimal angestellte 
Senkung zeigte nicht die Zeichen der Besserung. 

Und zum SchluB noch ein Fall mit wechselndem Verlauf; klinisch 
zeigte sich nach guter Besserung plétzlich wieder weitgehende Ver- 
schlimmerung. 

Nr. 28. Minna 7., 47 Jahr. Exsudative The. 
7. Februar 1925. . . . 60,27 Dyn/em Senkung 20 Minuten 


17. Marz 1925 .... . 60,79 - o 37 ’” 
12.Mail925..... . 55,59 » % 10 “ 
4.Junil925 ... . . 57,66 % ” 22 ” 


18. Jumil925 .... . 58,31 _ 

Ungeheilt, arbeitsunfaihig entlassen. 

Es ergibt sich also, daB je nach dem Grad der Schwere die Oberfl.-Sp. 
erhéht ist, die bei Besserung im klinischen Befund einer Erniedrigung 
Platz macht. Anderenfalls konnte bei der anfangs stark beschleunigten 
Senkung sehr haufig eine Verlangsamung festgestellt werden. Wie diese 
Zusammenhange: Senkung und Oberflichenspannung, die sicher der Aus- 
druck einer gemeinsamen physikalisch-chemischen Ursache sind, zu deuten 
sind, kann ohne experimentelle Untersuchung nicht gesagt werden. 

Diese besonders bei der Tuberkulose festgestellten Verdnderungen 
der Oberfl.-Sp. haben uns veranlaBt, unsere noch nicht sehr zahlreichen 
Resultate zu veréffentlichen; Nachpriifungen an gréBerem Material (Heil- 
statten und Sanatorien) kénnten Klarheit bringer, ob das Verhalten der 
Oberfl.-Sp. eventuell prognostisch zu verwerten wire. 


Zusammenfassung. 

1. Die Ringmethode nach R. Brinkman hat sich als einfach, 
schnell auszufiihren und fiir klinische Zwecke brauchbar bewahrt. 

2. Bei Gesunden, auch bei Kranken, ohne Verinderungen im 
Gesamtorganismus ist die Oberfl.-Sp. ein konstanter Wert. 

3. Die von verschiedenen Autoren gefundene Erniedrigung der 
Oberfl.-Sp. bei Carcinomen konnte auch unsererseits bestatigt werden. 

4. Bei der Tuberkulose ist die Oberfl.-Sp. je nach dem Grade der 
Erkrankung erhéht, um bei Besserung sich der Norm zu nahern, wahrend 
sie bei Verschlechterung sich weiter erhéht. 

5. Die Senkungsgeschwindigkeit verliuft in zahlreichen Fallen 
entgegengesetzt; einer Erniedrigung entspricht eine Verlangsamung 
und umgekehrt. 





Pere 


Acetaldehyd als Zwischenprodukt der Pflanzenatmung. 


Von 
G. Klein und K., Pirsehle. 
(Aus dem pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 30. November 1925.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die Atmung der Pflanzen verliuft grob schematisch nach der 
Formel: C,H,,0, +60, = 6CO, + 6H,0. 

Diese Formulierung bedingt einen Atmungsquotienten (CO, : O,) 
= 1, wie er auch in der Tat sehr hiufig gefunden wurde; nicht nur bei 
Bliitenpflanzen, sondern auch bei Kryptogamen, bei Meeresalgen 
[ Harder’), Kniep*)], ja selbst bei Pilzen und Bakterien [Lindner®), 
Noack*)). Ist der Quotient von 1 verschieden, so hat das seinen 
Grund darin, daB entweder das Atmungsmaterial ein anderes ist (Fette, 
Eiwei®B, organische Siuren) oder da8 die oxydative Zuckerspaltung 
nicht bis zu Ende geht und bei weniger oxydierten, daher noch oxy. 
dationsfahigen Verbindungen stehen bleibt 5) *) *). 

Jedenfalls aber tritt CO, und H,O bei dem als aerobe Atmung 
(oder Atmung schlechthin) bezeichneten oxydativen abbauenden 
Stoffwechselvorgang der Pflanzen auf. Der qualitative Nachweis der 
Atmungskohlensiure ist so einfach, daB er als Vorlesungsexperiment 
vorgefiihrt werden kann, die quantitative Bestimmung stéBt gleichfalls 
auf keine Schwierigkeiten, sofern man nur eine entsprechend subtil 
gebaute Apparatur [Pettenkofer, Palladin, Kostytschew, Polowezow- 
Richter, Bonnier- Mangin, Godlewski usw.*)] verwendet, weniger 
bequem und auch weniger wichtig ist die Bestimmung des Wassers, 
doch ist die diesbeziigliche Vermutung Saussures*) von Liaskowsky®) 
qualitativ und quantitativ befriedigend bestitigt worden. 

So zahlreich also bewiesen wurde, daB bei der Atmung CO, und 
H, O gebildet wird, so sicher ist es, daB diese Produkte nicht unmittelbar 


1) Harder, Jahrb. f. wiss. Bot. 56, 254, 1925. 

*) Kniep, Int. Rev. f. Hydrobiol. 1, 38. 

3) Lindner, Jahrb. f wiss. Bot. 55, 1, 1915. 

*) K. Noack, ebendaselbst 59, 413, 1920. 

5) Benecke-Jost, Pflanzenphysiologie, II. Aufl., 1, Jena 1924. 

*) Czapek, Biochem. d. Pflanze, II. Aufl., 3, Jena 1921. 

’) Kostytschew, Pflanzenatmung. Berlin 1924. 

8) Saussure, Chemische Untersuchungen iiber Vegetation (Ostwalds 
Klassiker 15 und 16). 

*) Liaskowsky, Versuchsstation 17, 219, 1847. 


ius d 
In die 
Brutt 
Ein | 


poten 


Zwis 
pre ult 
| 


Garu 


e als i 


traul 
der * 
ils I 
groly 
Zwis 
Zwis 
medi 
vera 
reagi 
labil 
weni 
festz 
Es is 
in Vv 
Kost 
eine 
hatt 
die | 
zust 
erik 
wire 
kon 
orga 
Ube 
sogé 


Mir 


191 


Siel 
d. I 








der 


: Q,) 
> bei 
lgen 
er 3) 
inen 
‘tte, 
ung 
XY- 


ung 
den 
der 
ent 
alls 
btil 
ow- 
ger 
ars, 
y®) 


ind 
ar 


ds 





G. Klein u. K. Pirschle: Acetaldehyd als Zwischenprodukt usw. 341 


wus dem Zuckermolekiil durch oxydative Spaltung entstehen kénnen. 
Indiesem Sinne ist auch obige Formulierung immer nur als summarische 
Bruttoformel, niemals aber als Reaktionsgleichung gewertet worden. 
Kin direkter Zerfall des Zuckermolekiils, ein so groBes Gefille der 
potentiellen Energie (674000 cal) ist undenkbar, es miissen demnach 
Zwischenstufen durchlaufen werden. Die Frage nach diesen Zwischen- 
produkten blieb bisher offen, 

Fiir einen speziellen Fall der Pflanzenatmung, bei der alkoholischen 
Garung der Hefe, ist von Newberg und Mitarbeitern') Acetaldehyd 


ls intermediires Zwischenprodukt einwandfrei nachgewiesen, Brenz- 


traubenséure wahrscheinlich gemacht worden ?). Es liegt in der Natur 
der Sache, daB Zwischenprodukte ungleich schwerer nachzuweisen sind 
als Endprodukte. Endprodukte lassen sich durch Experimentieren in 
yrobem Stile, durch Massenkulturen beliebig anreichern. Nicht so 
Zwischenprodukte. Bei der Sehnelligkeit, mit der die einzelnen 
Zwischenstufen durchlaufen werden, ist anzunehmen, daB die inter- 
mediar gebildeten Produkte momentan, in statu nascendi, weiter 
verarbeitet werden. Nur durch Zusatz besonderer Agenzien, die rasch 
reagieren und nicht wieder gespalten werden, ist es méglich, derartige 
labile Formen ,,abzufangen“, d.h. sie im Moment ihres Entstehens 
wenigstens teilweise aus dem Stoffwechselgetriebe herauszugreifen, 
festzulegen und damit einer analytischen Bestimmung zuzufiihren. 
Es ist das besondere Verdienst \ eubergs, diese Abfangmethode geschaffen, 
in vollem Umfang gewiirdigt und angewendet zu haben. Nachdem 
Kostytschew*) unter dem EinfluB von Zink- und Cadmiumsalzen zuerst 
eine Anhaufung von Acetaldehyd in girenden Zuckerlésungen beobachtet 
hatte *), gelang es Neuberg und Mitarbeitern, in zahlreichen Arbeiten 
die intermediare Bildung des Acetaldehyds bei der Hefegirung sicher- 
zustellen und nach verschiedenen Richtungen genau zu studieren. Es 
erlibrigt sich, naher darauf einzugehen [vgl. Newberg')], auf Details 
wird im speziellen Teile Bezug genommen werden. Auber bei Hefe 
konnte Newberg mit seinem Verfahren auch bei anderen Mikro- 
organismen (Bakterien und Pilzen) Acetaldehyd sicherstellen, und, in 
Ubertragung seiner Methode auf die tierische Physiologie, ihn Hirsch‘) 
sogar in der Muskulatur von Kalt- und Warmbliitern nachweisen. 


1) CO. Neuberg und J. Hirsch, Ergebn. d. Physiol., I. Abt., 21, 400. 
Miinchen 1923. 

2) M.v.Grab, diese Zeitschr. 123, 69, 1921. 

*) S. Kostytschew und E. Hiibenet, Zeitschr. f. physiol. Chem. 79, 359, 
1912. 

*) J. Hirsch, diese Zeitschr. 117, 113, 1921; 184, 415, 1922. 

*) Der Befund und seine Deutung sind allerdings nicht beweiskraftig. 
Siehe v. May, diese Zeitschr. 141, 447, 1923; Neubergin Oppenheimers Handb. 
d. Biochem. 2, 449, 1924. 
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Da die Keimung der Samen in ihrem ersten Stadium der alko)olj. 
schen Giarung parallel laiuft') und da auBerdem Kostytschew*) 
in atmenden Pappelbliiten Acetaldehyd nachweisen konnte, war der 
Gedanke naheliegend, daB Acetaldehyd ganz allgemein als Zwischep. 
produkt der Pflanzenatmung auftritt und der Verlauf eines so grund. 
legenden Prozesses wie die Atmung im Pflanzenorganismus dem Vorgang 
im tierischen prinzipiell ahnlich ist. Dazu war es vor allem notwendiy. 
Objekte unter aeroben Bedingungen zu studieren, da die anaeroly 
Atmung mit der alkoholischen Girung so gut wie identisch ist und eiy 
Nachweis von Acetaldehyd nichts wesentlich Neues aufgezeigt hiitte 
Wir betonen bei dieser Gelegenheit, daB auf Grund der neueren Erge). 
nisse ein prinzipieller Unterschied zwischen Girung, Sauerstoffatmung 
und anaerober (intramolekularer) Atmung nicht gemacht werden kan 
und auch nicht besteht; das Atmungs-(Gir-)material (meist Zucker) 
durchlauft einige Stufen, die in weiterem Verlauf, je nachdem ob Sauer. 
stoff vorhanden ist oder nicht, weiter oxydiert werden oder unter. 
einander reagieren. Gelange es, das stiindige Auftreten von Acetaldehyd 
nachzuweisen, so wiire ein weiterer Beweis fiir die (chemische) Identitat 
dieser drei Prozesse erbracht und fiir den Streit des Zusammenhangs 
oder Nichtzusammenhangs ein wichtiges Argument geliefert. Es liebe 
sich dann der ProzeB [in Erweiterung von Kostytschew*)] unter 

dem Gesamttitel ,,Pflanzenatmung* 


schematisch etwa so darstellen: Zur 
Hexose fiihren verschiedene Wege, 


@Hexose entweder sie ist als solche schon 
vorhanden (Glucose, Fructose) oder 

) , r 9 es r 

OMethylglyoxal? es werden héhere Kohlenhydrate 
durch hydrolysierende Enzyme dazu 

OBrenztraubensaure — abyebaut (Starke, Glykogen, Inulin, 
Saccharose, Maltose usw.), sie kann 

@Acetaldehyd ‘ : 

a aus Glucosiden gespalten werden, 


* 

ohne O / \mit O nicht von der Hand zu weisen ist 
x schlieBlich der Gedanke, daB auch 

‘oO H,OH CO,, H,O 3 “ 
See ee die Veratmung von Nichtzuckern 

Abb. 1. : = 

(Fette, organische Sauren, Alko- 
hole usw.) tiber Zucker geht, so daB die Hexose als erstes Atmungs- 
zwischenprodukt anzusprechen wire. Zwischen Zucker und Acetaldehyd 


1) C. Neuberg und A. Gottschalk, diese Zeitschr. 146, 165, 1924. 
E. Godlewski und Polzeniusz, Anz. d. Akad. d. Wiss. 1897, S. 267; 
1901, S. 227. 

*) Kostytschew, Hiibenet und Scheloumof/, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
88, 105, 1913. 

3) Kostytschew, Pflanzenatmung. Berlin 1924. 
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liegen einige Stufen, von denen die Brenztraubensiure experimentell 
wabrscheinlich gemacht ist, fiir Methylglyoxal nach Neuberg')?) manches 
spricht, wihrend Dioxyaceton und Glycerinaldehyd [nach Lebedew *)} 
sehr hypothetischer Natur sind. Vom Acetaldehyd gehen die Wege 
wieder auseinander; vollstandige Oxydation fiihrt zu CO, und 
H,O (aerobe Atmung), Mangel an Sauerstoff zu Alkohol. AuBerdem 
kinnen selbstverstaéndlich noch andere Méglichkeiten eintreten: 
unvolilstandige Oxydation unter Bildung von organischen Siuren 
(Sukkulenten ) 5) ®)}, Aldolkondensation [unter Bildung von Butter- 
siure, vierte Vergirungsform *)], Oxydation des Alkohols zu Essig- 
siure [Essiggérung *)], Fille, wie sie nicht nur bei Mikro- 
organismen, sondern auch bei héheren Pflanzen, unter besonderen 
Umstanden oder regelmaBig, auftreten. Es sind im Schema nur die 
beiden wichtigsten Prozesse eingetragen, im tibrigen soll ja das Schema 
nicht allen Einzelheiten gerecht werden, sondern nur mit ein paar 
Strichen den wichtigsten Zusammenhang zwischen aerober Atmung, 
anaerober Atmung und Girung ausdriicken. 

Die wesentlichsten Ergebnisse dieser Untersuchungen wurden 
bereits im Juni 1924 (physik.-chem. Ges. in Wien) und beim KongreB 
der Naturforscher und Arzte in Innsbruck vorgetragen®). Seither 
erschienen zwei Mitteilungen von Newberg und Gottschalk™) tiber 
Acetaldehydbildung bei der anaeroben Atmung von Leguminosen- 
keimlingen, deren Ergebnisse sich, wie zu erwarten war, mit denen der 
Gairung decken und die in Ubereinstimmung mit unseren Resultaten 
bei der aeroben Atmung den einheitlichen Verlauf der verschiedenen 
Atmungsformen, basierend auf der zentralen Stellung des Acetaldehyds, 
erweisen. 


Methodisches. 


Als Versuchsobjekte kamen vor allem Organe in Betracht, die 
stark atmen, also Bliiten und Keimlinge, vergleichsweise auch vegetative 


1) C. Neuberg und J. Kerb, diese Zeitschr. 58, 406, 1913; 58, 158, 1913. 

2) C. Neuberg und J. Hirsch, Ergebn. d. Physiol. , I. Abt., 21, 400. 
Miinchen 1923. 

3) Lebedew, C.r. 158, 136, 1911; Ber. d. chem. Ges. 45, 3240, 1912. 

*) Benecke-Jost, Pflanzenphysiologie, Il. Aufl., 1. Jena 1924. 

5) Czapek, Biochem. d. Pflanze, II. Aufl., 8. Jena 1921. 

*) Kostytschew, Pflanzenatmung. Berlin 1924. 

7) C. Neuberg und B. Arinstein, diese Zeitschr. 117, 269, 1921. 

8) C. Neuberg und F. F. Nord, diese Zeitschr. 96, 158, 1919; C. Neuberg 
und E. Wolff, ebendaselbst 106, 281, 1920; W. H. Peterson und E, B. 
Fred, Journ of biol. Chem. 44, 29, 1920. 

*) G. Klein, Naturwissenschaften 1925, 13. Jahrg, Heft 2, S 21. 

1©) ©. Neuberg und A. Gottschalk, diese Zeitschr 151, 167, 1924; 160, 
256, 1925. 
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Organe (Blatter), daneben zur Parallele Autolysate. Trotzdem wa; 
durch einfache theoretische Erwigung von vornherein sicher, daj 
hier nur minimale Mengen von Acetaldehyd wiirden gewonnen wer«ey 
nicht zu vergleichen mit den enormen Mengen, die im Stoffwechse 
von Einzellern (Hefe, Bakterien) umgesetzt werden. Die enzymatische 
Ausriistung ebenso wie die spezifische Leistungskapazitat dieser niederey, 
Organismen ist eben eine ungleich wirksamere als die der héherey 
Pflanzenzelle. Vergleicht man die Atmungsintensititen von Bac. 
mesentericus vulgatus: 1164,3cem O,/24 Stunden oder Aspergillus 
niger: 1751 bis 1874cem CO,/24 Stunden mit den (relativ groBen! 
von Weizenwurzeln: 67,9 ccm O,/24 Stunden oder Blattknospen vor 
Syringa vulgaris: 35 ccm CO,/24 Stunden oder keimenden Samen vor 
Sinapis nigra: 58cem CO,/24 Stunden (Kostytschew, Pflanzenatmung, 
8. 5), so ergibt sich daraus wohl klar, daB in den Intensitaten der Stoff. 
umsetzung ein krasser Unterschied zwischen héheren Pflanzen uni 
vergirenden Mikroorganismen besteht. Dazu kommt noch, daB dic 
als Abfangmittel verwendeten Reagenzien, sowohl die Sulfite (K,S0,, 
KHSOy,, Na,SO,, NaHSO;, CaS0O,) infolge ihres S0O,-Gehalts, als 
insbesonders das auf Grund seiner Lipoidléslichkeit giftige Dimedon 
[Dimethyl-hydro-resorcin !)] die Pflanzen schidigen und daher lang. 
dauernde Versuche bzw. eine Konzentration des Abfangmittels, dic 
halbwegs quantitativ wirken wiirde, unméglich machen. Solches ist 
bei Hefe tunlich, wo man durch 6fteres Eintragen frischer Portionen 
stindig gut girkraftiges Material hat, nicht aber im Gewebe héherer 
Pflanzen. 

Die Voraussetzungen schienen also nicht sehr giinstig. Es war 
damit zu rechnen, minimale Mengen (Milligramm oder vielleicht Bruch- 
teile davon) an Acetaldehyd isolieren und identifizieren zu miissen, 
wollte man nicht mit Kilogrammen von Material arbeiten, was uns 
technisch und materiell unméglich war. Mit ahnlichen Schwierigkeite: 
hatte tibrigens auch Neuberg bei seinen Untersuchungen iiber dit 
Atmung der Warmbliitermuskulatur zu kimpfen, wie die aus grofen 
Quanten verarbeiteten Materials (100g) erhaltenen relativ geringen®) 
Mengen Aldehyd (8 mg) zeigen. 

Als Abfangmittel wurde einerseits Dimedon, andererseits Natrium- 
sulfit (Na,SO,) verwendet. Das Dimedon in Leitungswasser 1 : 1000, 
bei Pflanzengereibseln oder kurzdauernden Versuchen konnten auch 
stirkere Konzentrationen 1: 500, 1:400 angewendet werden. Zu 


1) C. Neuberg und E. Reinfurth, diese Zeitschr. 89, 365, 1918; 106, 
281, 1920. 

*) Die tatsachliche Ausbeute betragt fast 45 Proz. (C. Neuberg uni 
A. Gottschalk, diese Zeitschr. 158, 255, 1925). 
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heachten ist unter Umstancen die saure Reaktion des Dimedons, wodurch 
Leitungswasser mit einem normalen P,, von 8,0 bis 8,1 auf 4,3 bis 4,5 
sinkt. Eine Pufferung schien aber iiberfliissig, da in unseren Versuchen 
mit héheren Pflanzen (im Gegensatz zu Hefe) eine saure Reaktion der 
Flissigkeit den natiirlichen Bedingungen angemessen ist. Natrium- 
sulfit, 1 Proz. in Leitungswasser, erwies sich gleichfalls als sehr giinstig, 
dagegen konnte das schwer lésliche Calciumsulfit, das sich bei Hefe- 
versuchen ausgezeichnet bewiahrte, fiir Aufsaugversuche keine Ver- 
wendung finden, wohl aber fiir Macerate. 

Fiir Versuche mit Maceraten wurden die Pflanzenkeimlinge oder 
keimende Samen grob zerrieben und in einer entsprechenden Menge 
Dimedon bzw. Na,SO,-Lésung aufgeschwemmt, auf 10g lufttrockene 
Samen etwa 200 ccm Wasser. Die GefiBe kamen in den Thermostaten 
bei 27 bis 30°. Vom Zusatz eines Antiseptikums wurde Abstand ge- 
nommen, da sich weder Toluol noch Rivanol bewahrten und nur mit 
kurzdauernden Versuchen gearbeitet wurde. Wir miissen Kostyt- 
whew) beipflichten: ,,... von einer ,aseptischen‘ Versuchsanordnung 
wurde Abstand genommen (die bei Anwendung betrichtlicher Mengen 
des betreffenden Materials nichts anderes als Selbsttauschung ist), die 
Mitwirkung niederer Organismen kann jedoch als ausgeschlossen 
betrachtet werden, da simtliche Versuche von kurzer Dauer waren 
und mit vollkommen frischen Objekten ausgefiihrt wurden.“! Lang- 
dauernde Versuche (mehrere Tage) gaben kein klareres Bild als kurz- 
fristige, eine Versuchsdauer von 5 bis 7 Stunden geniigt vollstandig. 
Wahernd dieser Zeit ist bei sauberem Arbeiten (Samen gut waschen, 
nur kraftige, nicht infizierte Keimlinge nehmen usw.) eine nennens- 
werte Infektion nicht zu befiirchten. Tritt eine solche doch ein, wovon 
man sich jederzeit durch mikroskopische Kontrolle tiberzeugen kann, 
so wurde das Gefai8 verworfen. Ahnlich wurden auch Bliitengereibsel, 
PreBsifte und dergleichen behandelt. 

Eine derartige Anordnung gestattet allerdings nur ein Arbeiten 
unter anaeroben Bedingungen, selbst standige, kriftige Durchliiftung 
der GefiBe wird niemals vollstandige Aeration herbeifiihren kénnen *). 
Ein Auflegen der Keimlinge auf Filtrierpapier war fiir unsere Zwecke 
untunlich, es blieb also nur iibrig, die Pflanzen als ganze aufsaugen zu 
lassen. Bliiten wurden mit dem Bliitenstiel, Keimlinge knapp tiber 
dem Samen abgeschnitten und in passende GefiBe (Glasschalen, Chinin- 
gliser usw.) in Dimedon- bzw. Sulfitlésung gestellt; im Winter ins 
Warmhaus, im Sommer an ein sonniges Fenster (Blatter, Keimlinge 
selbstverstandlich zur Ausschaltung der Assimilation unter Sturz). 


1) Kostytschew, Ber. d. deutsch. bot. Ges. 81, 125, 1913. 
2) Kostytschew und Scheloumoff, ebendaselbst 31, 422, 1913. 
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Es bewiahrte sich nicht, derartig frisches Material in den Thermostaten 
zu bringen, die Pflanzen wurden nach kurzer Zeit welk, braun und 
starben ab. Dadurch war ein ganz natiirlicher, aerober Verlauf der 
Atmung gewihrleistet, die Abtangung aber sehr erschwert; denn das 
Abfangmittel konnte sich nur insoweit auswirken, als es mit dem Wasser 
aufgesogen wird und sich im Gewebe verteilt. Die besten Resultate 
wurden mit stark transpirierenden Objekten erzielt (Bliiten, Keim. 
linge), auch muBte die Versuchszeit linger genommen werden (einige 
Tage). Die Pflanzen wurden erst verarbeitet, wenn sie welk zu werden 
begannen. 

Zur Isolierung des gebildeten Aldehyd-Kondensationsprodukts be. 
dienten wir uns zunachst des Verfahrens, welches Klein und Werner!) 
fiir ihre Assimilationsversuche ausgearbeitet hatten. Das Versuchs. 
material wurde mit Quarzsand fein zerrieben, zweimal mit heibem 
Alkohol extrahiert und klar filtriert. Das Filtrat mu8 nun vom Alkohol 
volistiindig befreit werden, da restlicher Alkohol beim folgenden Aus. 
schiitteln mit Petrolither die Verteilung des Acetaldehyds stért. Das 
Abdampfen des Alkohols erfolgte im Vakuum unter 40°. Beim Extra- 
hieren der Pflanzen nimmt der Alkohol genug Wasser auf, so daB ein 
besonderer Wasserzusatz iiberfliissig ist. Das auf diese Weise vom 
Alkohol befreite Filtrat wurde stark angesiuert und mit dem gleichen 
Quantum Petrolither, Siedepunkt 40° (besser als Ather oder Chloro- 
form), eine Viertelstunde kraftig geschiittelt, bis zur klaren Entmischung 
stehengelassen und die wiisserige Schicht aus dem Schiitteltrichter 
abgelassen. Das gesamte Acetaldomedon geht dabei in den Petrol- 
ather tiber. Dieser wurde nach Zusatz einiger Tropfen alkalischen 
Wassers, wie vorher der Alkohol, im Vakuum bei 40° vollstandig ab- 
gedampft, so daB schlieBlich das ganze Fliissigkeitsvolumen auf diese 
paar Tropfen, etwa 1 ccm, reduziert war. Diese wurden neutralisiert, 
in einer selbstgeblasenen Mikroretorte unter Kiihlung destilliert, das 
Destillat direkt in konzentrierter wisseriger Dimedonlésung aufgefangen. 
Wahrend Formaldomedon fast momentan auskristallisiert und man 
schon wihrend des Destillierens die Bildung der weiBen Nadeln beob- 
achten kann, dauert es bei Acetaldehyd etwas linger. Ein Zusatz von 
NaCl (fest) férdert die Ausfillung des Produkts. Unmittelbar nach 
dem Destillieren ist das Réhrchen meist ganz klar, erst nach 12 bis 
24 Stunden scheiden sich die Kristalle ab. Sie erscheinen im Mikroskop 
in Form von farblosen, kurzen, gedrungenen Nadelbiischeln, SpieBen, 
gewohnlich breiten, rhombischen Blattchen zu Biischeln vereinigt, im 
Gegensatz zu den langen feinen Nadeln des Formaldomedons. Durch 
Abzentrifugieren und Waschen konnte das Produkt isoliert und mit 


1) G. Klein und O. Werner, 168, 361, 1926. 
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dem Mikroschmelzpunktsapparat von Klein') als Acet-aldomedon 
vom Schmelzpunkt 138 bis 140° identifiziert werden. 

Das ist in groBen Ziigen die Methodik, wie sie von Alein und 
Werner*) fiir ihre Studien bei der Kohlensiéureassimilation ver- 
wendet wurde, da sich ein direktes Uberdestillieren des Aldehyds als 
nicht durchfiihrbar erwies. Sie besteht im wesentlichen darin, durch 
Extrahieren, Abdampfen und Ausschiitteln das Aldehyd-Kondensations- 
produkt auf kleinsten Raum einzuengen und dadurch nachweisen zu 
kinnen. Es muB bemerkt werden, daf fiir unsere Zwecke manches 
modifiziert, dem vorliegenden Pflanzenmaterial angepaBt werden 
muBte, das sich durchaus nicht immer nach dem gleichen Schema 
behandeln lieB. Selbstverstaéndlich werden sich Samen mit ihrem 
reichen Gehalt an Reservestoffen anders verhalten als Bliiten oder 
Blatter. 

Starkehaltige Samen verarbeiten sich relativ gut (Gramineen usw.), 
da die Starke bzw. der beim hydrolytischen Abbau daraus entstehende 
Zucker nicht stért. Dagegen bereiten eiweiBreiche Samen (Leguminosen) 
groBe Schwierigkeiten. Die eingeengten Extrakte schiumen beim 
Ausschiitteln mit Petrolither so stark, daB eine klare Entmischung 
kaum eintritt. Es wurde versucht, durch Fallung mit Bariumchlorid, 
Kupfersulfat, Sublimat, Tannin usw. das Eiweif8 zu entfernen; was 
auch gelingt, man erhalt klare Filtrate. Nur war die Befiirchtung, durch 
den voluminésen, kolloidalen Niederschlag wiirde auch Acetaldomedon 
mitgerissen, nur zu gerechtfertigt, wie entsprechende Versuche zeigten. 
Es muBte also davon Abstand genommen werden. Dagegen erwies sich 
als sehr vorteilhaft, den schaiumenden Petrolather mit konzentrierter 
Kochsalzlésung auszuschiitteln. In den meisten Fiillen trat klare Ent- 
mischung ein, schlimmstenfalls ging sie weit genug, daB8 mit geringen 
Verlusten klarer Petrolither abgehebert und weiter verarbeitet werden 
konnte. Geringer sind die Schwierigkeiten bei Objekten, die wenig oder 
keine Reservestoffe enthalten, also Blatter, Keimlinge usw., am besten 
lassen sich Bliiten mit ihrem zarten, wasserreichen Gewebe verarbeiten. 
Am Prinzipiellen der Methode wurde nichts geindert, im einzelnen aber 
muBte — nach entsprechenden Vorversuchen — manche kleine Anderung 
angebracht, eventuell eine EiweiBfaillung oder gelinde Fetthydrolyse 
eingeschaltet werden, um zum Ziele zu gelangen. 

So befriedigend die Resultate waren, die mit vorstehend be- 
schriebener Methode erhalten wurden, so schien die Ausarbeitung eines 
anderen Verfahrens doch aus zwei Griinden wiinschenswert: Erstens 
sind die verschiedenen Manipulationen (zweimaliges Einengen, Aus- 

1) G. Klein, Naturwissenschaften 1925, 13. Jahrg., Heft 2, S. 21. 

2) G. Klein und O. Werner 168, 361, 1926. 
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schiitteln usw.) ziemlich zeitraubend, bei gréBeren Versuchsseriey 
fallen auch die betrichtlichen Mengen Petrolather, mit dem nicht 
gespart werden kann, ins Gewicht usw. ; zweitens aber, was das Wichtivere 
ist, ist die Menge des erhaltenen Kristallprodukts so gering (3 bis 12 my). 
daB sie — bei unseren Ausgangsmengen — nicht einer Wagung zugefiihrt 
werden kann, sondern nur eine Schitzung auf Grund von Vergleichs. 
proben, die durch Destillation gewogener Acetaldomedonmengen er. 
halten worden waren, erlaubt. Diese muf immer subjektiv bleiben, sic 
durch einen objektiven, zahlenmaBigen Wert zu ersetzen, war um so 
notwendiger, als wir im weiteren Verlauf den EinfluB verschiedener 
Stoffe auf die Atmung studieren wollen. Es wurde darum versucht, 
eine womdéglich einfacher zu handhabende und dabei quantitative 
Methode zur Acetaldehydbestimmung in atmenden Pflanzen zu finden 

Zugrunde gelegt wurde die Methode der Milchsiurebestimmung, 
wie sie von Fiirth und Charnass') gefunden und von Embden-Neubauer®), 
Meyerhof*), Hirsch- Kauffmann*) weiter ausgebildet wurde. Dic 
Oxydation mit Permanganat in schwefelsaurer Lésung fiel bei uns weg, 
dagegen mubte besonderer Wert auf eine vollstindige Spaltung des 
Aldehydkoppelungsproduktes bei der Destillation gelegt werden. Sehr 
ermutigend waren in dieser Hinsicht die Arbeiten von Neuberg und 
Reinfurth, die — was wir bestitigen kénnen — einen Zusatz von 
Natriumcarbonat oder Lauge als ganz unzulanglich verwerfen, dagegen 
— worauf wir auf der Suche nach einem entsprechenden alkalischen 
Medium auch gekommen waren — Calcium- oder Magnesiumcarbonat 
empfohlen haben. 

Die Bedenken Treadwells®) gegen die Sulfittitration mit Jod er- 
scheinen uns, im Rahmen unserer Bedingungen, nicht stichhaltig. 
Auf die Bereitung der Sulfitlésung ist groBe Sorgfalt zu verwenden 
[vgl. Note*)], da Kohlensiure (Luft) oder kohlensaurehaltiges Wasser den 
Titer rasch verdirbt. Doch konnte in blinden Versuchen mit destilliertem 
Wasser, mit Leitungswasser oder mit Kreideaufschwemmung keine 
nennenswerte Anderung beobachtet werden, so daB man den Sulfittiter 
wihrend der Destillation und sofort folgenden Titration als konstant 
betrachten kann. Besonderer Wert ist auf gute Kiihlung zu legen. Eis- 
kiihlung der Vorlage ergab keine wesentlich besseren Werte, es geniigt, 
die Sulfitvorlage in flieBendem Leitungswasser (8°C) zu halten. Da- 
gegen erwies sich die Verwendung eines gewéhnlichen Kiihlers mit 
Kugelrohr als unzulinglich. Erst durch Anwendung eines Rapidkihlers 


1) Firth und Charnass, diese Zeitschr. 96, 199, 1910. 

2) Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeitsmethod. V, 2, 1256, 1921. 

8) Meyerhof, Pfliigers Arch. 188, 114, 1921. 

‘) Hirsch-Kaufmann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 140, 25, 1924. 

5) Treadwell, Lehrb. d. analyt. Chem., Il. Quant. Analyse 1919, S. 595. 
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mit eingezogenen vier diinnen Glasréhren, die allseitig von Wasser 
umspilt werden) wurden die anfinglichen betrachtlichen Verluste 
vermieden. Vielleicht tut ein Metallkiihler mit Schlangenrohr, wie ihn 
Newberg verwendet, dieselben Dienste, uns stand ein solcher nicht zur 
Verfiigung. Kontrollversuche mit gewogenen Aldomedonmengen er- 
gaben nach dieser Methode einen konstanten Fehler von 13 bis 18 Proz. 
Wir verfahren also folgendermafen: Das Versuchsmaterial wird 
nach Abbruch des Versuchs mit Quarzsand fein zerrieben und extrahiert. 
Zur Extraktion verwenden wir nicht Alkohol, da das Abdampfen dieses 
im Vakuum bei 40°) lange dauert, Reste von Alkohol oft zih zuriick- 
gehalten werden und zu befiirchten ist, daB bei starkerem Erwirmen 
weh Acetaldomedon 
inter Verlust gespalten 
wird. Der Alkohol muB 
ber quantitativ ent- 
fent werden, da auch 
yeringe zurtickbleibende 
Reste die nachfolgende 
Jodtitration stéren wiir- 
den. An Stelle von 
Alkohol verwenden wir 
daher 5 proz. Soda- 
losung, in der sich Acet- 
iidomedon quantitativ 
list. Das fein zerriebene 
Pflanzenmaterial wird 
iso in nicht zu wenig 
200 bis 300 cem) 5 prok. 
warmer Sodalésung auf- 
geschwemmt, gut durch- 
seschiittelt und _ iiber 
Nacht stehengelassen. Dann wird die Fliissigkeit abgegossen bzw. 
durch Glaswolle filtriert und einige Male mit Wasser nachgewaschen. 
Ein klares Filtrieren durch Filtrierpapier geht nur langsam vor sich und 
st iiberfliissig; es geniigt, wenn alle gréberen Teilchen zuriickbleiben. 
Das Filtrat samt Waschwasser (400 bis 500 ccm) kommt in einen 
|-Liter-Rundkolben und wird mit 4 bis 5g festem, gepulvertem 
Caleitumearbonat versetzt. Ein besonderer Zusatz von Talk oder der- 
sleichen ist dadurch iiberfliissig, das Kreidepulver erfiillt diesen Zweck 
vollstandig. 
Die Anlage der Destillation ist aus beistehender Abb. 2 ersichtlich. 
Auf den Kolben kommt ein Stutzersches Aufsatzrohr, welches, da die 
Steighéhe der Diampfe vergréBert wird, verhindert, da zuviel Wasser 


23 * 





Abb. 2. 


HY 
Ais 





350 G. Klein u. K. Pirschle: 


iibergeht. Auf das Stutzersche Aufsatzrohr ist ein Stiick Glasro) fun 
mit Hahn aufgesetzt. Wahrend der Destillation ist natiirlich def§eew° 
Hahn geschlossen, erst am SchluB wird zuerst die Flamme entfern; 
dadurch steigt die vorgelegte Fliissigkeit in den Kiihler, dann de 
Hahn geéffnet, wodurch alles wieder in die Vorlage gedriingt wir 
Durch diese einfache Manipulation wird der untere Teil des KiihlenfJs @ 
und das Verbindungsstiick zwischen Kiihler und Vorlage, wo sich leich fi Pilar 
Flissigkeitstrépfchen festsetzen, sauber ausgespiilt. Als Vorlage diem bis! 
eine Peligotsche Réhre von etwa 80ccm Gesamtvolumen. 50ccm Sulf; fj Brau 
(n/100 Na HSQ,) erwiesen sich in den meisten Versuchen als ausreichend JJ 'et*" 
die beiden seitlichen Kugeln sind dann gerade bis zur Hilfte gefiil); Hud 
Die Anwendung einer Peligotréhre ist sehr zweckmiBig, da Gay fmoct 
bequem durchgehen, ohne daB man bei Druckdifferenzen ein Zuriick.j° § 
saugen der Fliissigkeit zu befiirchten braucht. Auch im Kiihler nochff ibe 
sich kondensierender Acetaldehyd wird auf diese Weise vom Sulfi sch 
sicher absorbiert. Die Peligotréhre befindet sich in einer Glaswanyw ql bet 
mit seitlichem AbfluB, die von einem kraftigen Strom kalten Wasseng§e"ts] 
(Leitungswasser) ganz durchspiilt wird. Der eine Schenkel der Peligo:.§!. )- 
réhre ist mit einem zweimal rechtwinklig gebogenen Glasrohr ver{§\Vir 
sehen, welches bis zum Boden eines Glaszylinders reicht. Wahren([f Acet 
der Destillation geht auch Wasser mit iiber, wodurch sich das Fliissiy.§ urd 
keitsvolumen in der Vorlage vergréBert, so daB leicht ein Teil der ven. 
gelegten Fliissigkeit hinausgedringt wird, die auf diese Weise nicht 
verloren geht. 

Destilliert wird bei nicht zu starker Flamme, langsam angewarm! 
vom Kochen (erstem Aufwallen) an genau eine halbe Stunde. Es is 
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notwendig, die Zeit genau einzuhalten: bei kiirzerer Destillationsdaue:fy | °°" 
treten Verluste an Aldehyd ein, destilliert man linger, so kénnen di ~ 
besti 


durch Zersetzung iibergehenden anderweitigen Produkte Vergleich. 
resultate verhindern. : 
Vorgelegt werden 50cem reiner etwa n/100 NaH SO,-Lésuny Reine 
Nur in einigen Fiillen war es nétig, mehr vorzulegen. Wiahrend deg wird 
Destillation wird der Titer der Sulfitlésung nicht verindert, wie Ver- Trop 
suche mit destilliertem Wasser, Leitungs- (CO,-haltigem) Wasser uniff Nitr 
Kreideaufschwemmung zeigten. Auch sonst blieb das Bisulfit, wen auf 4 
es sorgfaltig hergestellt und gut verschlossen aufbewahrt wird, ziemliciff ¥eTd 
konstant, doch empfiehlt es sich, den Titer ofters, wenigstens vor jederff (2 ¢¢ 
Versuchsserie, zu kontrollieren. Titriert wird mit n/100 Jodlésung, Dies 
mit Starke als Indikator, bis zur Blaufarbung. vorh 
Die Methode wurde mit reinem hergestellten Acetaldomedoif 't 4 
(Schmelzpunkt 139°) auf ihre Brauchbarkeit gepriift: 5 bis 10 mg ein *4t! 
gewogenes Acetaldomedon, also Mengen, mit denen in unseren Ver. 
suchen zu rechnen war, wurden in der angegebenen Weise destillier' 
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lasrohyggund mit einem Verlust von durchschnittlich 13 bis 18 Proz. zuriick- 
+h depffgewonnen. Die Methode kann also nicht als exakt quantitativ be- 
tfern: IEzeichnet werden, geniigt aber fiir unsere Zwecke vollkommen, da es uns 
in defgin erster Linie darauf ankam, ziffernmaéBig bestimmte Vergleichswerte 
wird mu bekommen, woran ein konstanter Fehler nichts andert. Wir sind 
‘iihlen {guns auch wohl bewuBt, daB beim Destillieren des mit Soda extrahierten 
leich:  Pflanzenmaterials auch andere Substanzen mit tibergehen, die mit 
- diem: Bisulift reagieren bzw. Jod binden. Auch das andert nichts an der 
Sulf:g Brauchbarkeit unserer Anordnung, es ist nur nétig, je einen Kontroll- 
chend Mgversuch in Wasser (ohne Abfangmittel) in gleicher Weise zu behandeln 
refill; JNund den dabei gefundenen Jodwert zu svbtrahieren. Jedenfalls aber 
Gav gmochten wir unserer vereinfachten Methode gegeniiber der Neubergschen, 
uriick. Edie allein zur Reinigung des Aldehyds eine dreimalige Destillation 
> noch iber Calciumcarbonat, Bleicarbonat und Schwefelsiure) nétig hat, 
Sulfiffschon aus zeitékonomischen Griinden entschieden den Vorzug geben. 
wannegg Lberall, wo Acetaldehyd nachgewiesen werden konnte, ergaben die 
‘'assenfgcntsprechenden Destillationen einen merklich geringeren Jodverbrauch, 
eligot-g". h. eine Abnahme von freiem Bisulfit durch Bindung an den Aldehyd. 
> ver. Wir gehen wohl nicht fehl, wenn wir diese Differenz auf Kosten von 
hreniig Acetaldehyd setzen und entsprechend umrechnen. Der Umrechnung 
liissiy.@wurden die Reaktionsgleichungen zugrunde gelegt: 


T VOl- 0 y ' va 
a) CH,—CHO + NaHSO, = CH,—CH< H (Aldehyd 


nicht O—SO,Na__ bindung), 
b) SO, + H,O+ 2J =2HJ +SO, (Jodtitration). 

“aps 1J entspricht also 4 Bisulfit bzw. ', Acetaldehyd, oder 

dave Leem n/100 J ist gleich 44 cem n/100 CH,CH O ist gleich ,0,22 mg 

on diel Acetaldehyd. Uberdies wurde in jeder Versuchsserie eine Schmelzpunkt- 

eichs.g 0eStimmung nach der erstbeschriebenen Methode durchgefiihrt. 










Die vorstehend beschriebene Methode erlaubt auch anschlieBend 
eine qualitative Priifung auf Acetaldehyd. Nach beendeter Titration 
wird die durch die Jod-Starkereaktion blaue Sulfitlésung mit einem 
. Ver.ff Tropfen Sulfit oder Natriumthiosulfat entfirbt und mit Diithy!l- 
> und Nitroprussidnatrium oder besser mit Piperidin-Nitroprussidnatrium ') 
wem_ uf Acetaldehyd gepriift. Es geniigt, etwa 10cem zu nehmen, diese 
werden mit 4 Proz. Nitroprussidnatrium (3cem) und mit Piperidin 
jeder (2cem 1:10) versetzt. Blauviolette Firbung zeigt Acetaldehyd an. 
sung Viese tritt aber nur auf, wenn der Aldehyd in etwas gréBeren Mengen 
vorhanden ist; bei sehr geringer Konzentration (1 : 5000 bis 1: 10000) 
redouy st die Farbe bei positivem Ausfall grin. Ist die Verdiinnung noch 
x ein. tarker oder ist kein Aldehyd vorhanden, so vertieft sich die urspriing- 
Ver- 
illiert 1) Rimini, Zeitschr. f. analyt. Chem. 48, 517, 1904. 
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liche Farbe in Gelb. Es wurde nicht unterlassen, jede Destillation yc) 
qualitativ zu priifen, wobei sich immer ergab, daB eine Differenz jy, 
Jodverbrauch mit einer positiven Reaktion verbunden war, wahren| 
umgekehrt bei negativem Ausfall der Riminischen Probe auch kei), 
Unterschied gegeniiber der Kontrolle (innerhalb der Versuchsfe};\er 
war, so daB wir die Joddifferenz mit Recht als Acetaldehyd umrechne 
kénnen. 
Versuchsergebnisse. 

Wir geben im folgenden einen Auszug aus unseren Versuchsprotokol|) 
Von den hunderten durchgefiihrter Versuche mégen die nachstehen 
angefiihrten ausgewahlten Versuchsreihen nur das friiher Gesagte exper 
mentell belegen. 


A. Qualitativer Nachweis von Acetaldehyd. 
1. Keimlinge. 

Die Samen wurden gut gewaschen, 18 Stunden in Leitungswasse; 
quellen gelassen, dann auf feuchtem Filtrierpapier zum Keimen ausgelegt 
Waren die Keimlinge etwa 10 cm hoch, so kamen die ganzen Pflanzchen i; 
Dimedon 1 : 500, in flache Schalen, so daB gerade die Wurzeln bedeckt waren 
2 Tage Thermostat bei 27°. Pro Versuch etwa 10g lufttrockene Samen 


Avena eae ee ee ee x 1) 
Triticum es 
ee sg eee Se ae ee ret < bis 
ee ee ee ees Fe 
Hordeum 


2. Abgeschnittene Keimlinge. 


Die Samen wurden wie oben behandelt. Kraftige griine Keimpflanzchen, 


15 bis 20cm lang, wurden knapp iiber dem Samen abgeschnitten und in 
Dimedon 1 : 500 gestellt. 48 Stunden Thermostat bei 27°. 


Triticum ng oy 
a era See eer ee x bis 
Phaseolus . 


3. Wurzeln gestutzt. 


Um das Ejindringen des Dimedon zu erleichtern, wurden in eine: 
weiteren Versuchsreihe die Samen in Dimedon 1: 1000 keimen gelassen 
Nach 4 Tagen wurden alle Wurzeln knapp beim Samen abgeschnitten wn! 
die Pflinzchen in Keimschalen in Dimedon 1 : 1000 gestellt. Nach 6 Tagen 
(bei 18°) war ein Teil der Keimlinge zugrunde gegangen, diese wurden nicht 
weiter benutzt. Der gréBere Teil hatte Nebenwurzeln gebildet und sal 
ganz frisch aus. 


Triticum 
Hordeum 
Phaseolus 
Pisum 


') x entspricht etwa 1 bis 3mg, x x 3 bis 5mg, x x x 5 bis 8 mg, 
8 bis 12 mg. 
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Zum Vergleich blieben bei einem Teil der Samen unter sonst gleichen 
Bedingungen die Wurzeln ungestutzt. 


ae 
Hordeum 

Phaseolus 

Pe? dks 6 a oe 


Aus dieser Gegeniiberstellung ist wohl klar zu ersehen, wie sechwer das 
Dimedon in gréBere Zellkomplexe eindringt, wenn es von Zelle zu Zelle 
diffundieren muB8 und nicht mit dem Wasser in die geéffneten Leitungs- 
hahnen aufsteigen kann. Es ergibt sich daraus aber auch die Schwierigkeit, 
in der intakten héheren Pflanze Zwischenprodukte abzufangen, die im 
Innern der Zelle entstehen, wohin das Abfangmittel nur schwer gelangen 
kann. 

4. Geschalte Samen. 


Es wurde versucht, die Samen, wenn sie gequollen sind, zu entschalen, 
um durch Entfernung der derben, schwer permeablen Samenhaut das 
Eindringen des Dimedon zu erleichtern. Das ist bei Gramineen infolge ihres 
anatomischen Baues ganz ausgeschlossen, geht aber recht gut bei gequollenen 
Leguminosen, die Samenschale laBt sich mit der Pinzette leicht und sauber 
abziehen. Nur wird, auch bei vorsichtigem Arbeiten, auch leicht die 
Plumula beschadigt, selbst bei anscheinend unbeschadigten Samen werden 
die Kotyledonen bald braun, klaffen auseinander usw. Der Eingriff ist 
doch zu energisch und gab keine besseren Resultate. 


Phaseolus . 
ee 
SS aa aa a ae ae ae x bis 


5. Macerate. 

Die angekeimten Samen wurden grob (ohne Quarzsand) zerrieben und 
in reichlich Dimedon 1: 400 aufgeschwemmt, auf 10g Samen (Trocken- 
gewicht) 300 bis 400cem. Von einer Durchliiftung wurde Abstand ge- 
nommen, da auch kraftige Durchliiftung, wie bereits erwaihnt, keine voll- 
stiindige Aeration herbeifiihren kann und auf jeden Fall, im Gegensatz zu 
den friiheren Versuchen (1 bis 4), anaerobe Bedingungen gegeben sind. 


Triticum 

Hordeum 

pT Pees ck eT a x x bis 
Zea. . 

a ee ee re ee be 
Pisum 

Ee eae a eee KM oe 


Es ist mit vorstehendem jedenjalls erwiesen, daB bei der Keimung der 
Samen, unter anaeroben als auch unter aeroben Bedingungen, Acetaldehyd 
auftritt. Vorderhand wurden nur einige Gramineen als Vertreter stdrkereicher 
und einige Leguminosen als Vertreter eiweiBreicher Samen untersucht, es 
bleibt einer weiteren Arbeit vorbehalten, die dabei gewonnenen Ergebnisse 
auch auf die Keimung fetthaltiger Samen auszudehnen. 
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6. Blatter. 

Reich beblatterte Zweige, woméglich junge, weiche, noch nicht stark 
verholzte Sprosse wurden in Dimedon 1 : 1000 aufsaugen gelassen, 24 Stunde 
bei 18 bis 20°. Recht praktisch ist es, die Zweige zuerst etwas welken 2, 
lassen, hierauf mit scharfem Messer abzuschneiden und dann erst einzp. 
stellen; sie saugen dann rascher und intensiver. Selbstverstandlich wurde: 
alle Versuche mit griinen, assimilationsfahigen Organen unter Dunk: 
sturz aufgestellt. 

Syringa vulgaris . , 

Polygonum sachalinense . 

Balsamina sp. . 

Tradescantia guianensis. . . . . . bis 
Eupatorium sp. ......... ve 
Phaseolus multijlorus . 

ee ee ee rm 


7. Blattermacerate. 
Ahnlich wie die Samenmacerate, siehe 5., angesetzt und verarbeitet 
Syringa vulg. 


i ee < bis 
TL i) cect erin ak pee a ion 
ee ee ee cw 
Phaseolus 
Sambucus 


8. Bliiten. 


Ahnlich wie die Blatter siehe 6. Soweit als mdéglich wurden die Stenge! 
gekiirzt und von den Blattern befreit. 


ea eee Soe a ek ee 8 0 bis 
ee Te ae a es. Ooo SS & SER ROG 
ey 6h 6 tk we eee 8 ee ee 
Aesculus. . . . ia, ek oe : 
Hydrangea 
Re ee eee ia 
SP ss 4) Keer Rh ee = 
Arum. 


9. Submerse Wasserpflanzen. 


Wurden 4 bis 5 Tage in Dimedon 1 : 1000 gelassen. Liangere Versuch: 
dauer war ausgeschlossen, da die Pflanzen braun wurden und abstarben 
Sehr bemerkenswert ist, da8 der gréBte Teil des Kondensationsproduktes 
in die Fliissigkeit diffundiert (in Ubereinstimmung mit den Ergebnisse: 
von Klein und Werner iiber die Verteilung des Formaldomedons bei Wasser. 
pflanzen in alkalischem Medium), wie aus folgendem hervorgeht : 


Elodea canadensis. Pflanzen. .. . 0 bis 
Wasser .. ‘ as 

Ceratophyllum sp. Pflanzen. .. . 0 
Wasser 
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Vorversuche mit reinem Acetaldomedon zur Uberpriifung der Titrations- 


ht stark methode. 
Stunde; 1. Destilliertes Wasser, Leitungswasser Calciumcarbonat (5g auf 
‘Iken 2 {0 com Wasser) andern bei der Destillation den Titer der vorgelegten 
t einzu.fBisulfitlésung nicht. 
wurde; » . : a 
Dunke 2. Reiner Aldehyd geht quantitativ iiber. 
1,575 mg Acetaldehyd 1,558 mg 1 Proz. 
1,575 ,, " 1,608 ., + 1 
1,575 ,, o 1,583 ,, + 9,5,. 
Zusatz von CaCO, andert nichts am Resultat. 
3. Zusatz von Saéuren ergibt kolossale Verluste: 
a) 10cem konzentrierte Phosphorséure. 
11,2 mg Acetaldomedon. 1,365 mg = 87 Proz. 
BR ow - 1,550 OF a 
b) 15 cem konzentrierte Salzsaure. 
rbeitet 10mg Acetaldomedon 3,29 mg = 67,1 Proz. 
i - 2,86 ., = 71,4 =,, 
10 ,, ¥ 1.37 .. = 86,3 ., 


stenge! 


suchs 
irben 
uktes 
nisse! 
Asser- 


c) 10cem konzentrierte Schwefelsiure. 


10mg Acetaldomedon 2,84 mg = 71,6 Proz. 
ae tu i. 3,33 , = 74 we 
Be i - 2,47 , = 75,3, 
Aus diesen Bestimmungen ergibt sich wohl klar, daB Séuren zur 
leichteren Spaltung des Acetaldomedons absolut ungeeignet sind. Am 


schlechtesten, wegen der stark differierenden Werte, ist Salzsdiure, die beim 
Destillieren teilweise iibergeht und das Sulfit verdirbt, aber auch nicht 
fliichtige Sauren eignen sich nicht. Die groBen Verluste beruhen jedenfalls 
auf Anhydrisierung des Acetaldomedons, das Anhydrid spaltet beim De- 


stillieren mit Wasserdampf keinen Aldehyd mehr ab. 
6. Zusatz von CaCO, (4 bis 5g auf 400 ccm Wasser). 
24 Proz. 


11,2 mg Acetaldomedon 8,415 mg = 


11,2 ,, 8,152 ,, = 
7.7 6,220 1D ns 
5,6 4,376 me es 

10,0 ,, * 8,692 13 

10,0 ,, * 8,340 16 


Diese Bestimmungen, die teils mit einer alkoholischen Lésung von 
Acetaldomedon (wobei nie mehr als 1 cem Alkohol in Verwendung kam, 
der unméglich die Titration stéren kann), teils mit festem Acetaldomedon, 
in Wasser aufgeschwemmt, gemacht wurden, lassen erkennen, da der 
Fehler zwar innerhalb gewisser Grenzen schwankt, sich aber etwa um 
— 20 Proz. bewegt. Es sei nochmals betont, daB es uns weniger darauf 
ankommt, absolut genau die Menge an Acetaldehyd bestimmen zu wollen — 
was im physiologischen Versuch schon deshalb unmdglich ist, da nur ein 
Teil des tatsaéchlich gebildeten Zwischenproduktes abgefangen werden kann 
- als vielmehr eine Basis fiir Vergleichswerte zu haben, die sich sehr wohl 
geben lassen, wenn man mit einem konstanten Fehler rechnen kann. 
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7. Eiskiihlung der Vorlage verbessert die Resultate nicht. 


See ss kK we ee ee ee eee 22.8 Proz. 
eT a eee Se ee )h|[lUCUle > ae 
tie Sie eke we. ce pet aoe Oe 18,0 ,, 


8. Dagegen ist es wichtig, die Dauer der Destillation genau einzuha|te 
(gerechnet vom ersten Aufwallen an). 


10mg, 5Minuten .... 3,62mg 63,8 Proz. 
20 ., 5 oo ele «0 a os 65.8 

10 ., 10 - ea. - me Ae 
Be ix 10 in ll ms. «~ 
“we 20 = sin ee 23.4 .,, 
20 ,, 20 = 4. ee ee a 24,1 


C. Quantitative Aldehydtitration. 
l. Hefe. 

Pro GefaB 0,5 ¢ kaufliche Backerhefe in 150cem Zuckerlésung. Dj 
medon 1: 500 bzw. 2proz. Natriumsulfit, 6 Stunden im Thermostaten bei 
32°. Die Dimedonversuche ganz, ohne Fallung und Filtrieren, mit CaCO 
destilliert, die Sulfitansétze filtriert, der Riickstand mit etwas heibem 
Wasser nachgewaschen, mit CaCO, destilliert. 


3 Proz. Rohrzucker ...... . . . Dimedon 1,18 
 ~ _ ae 1,60 
S. st i aw ae ems et 
= - oe a 3,34 
a = mde Soca oe ait se uk 
10, ce , aie eae So es ee 3,78 


In allen Versuchen intensive Violettfarbung mit Piperidin-Nitro- 
prussidnatrium. 

Die Zahlen bedeuten Milligramm Acetaldehyd, umgerechnet aus den 
Jodverbrauch bei der Titration (leem n/100J = 0,22mgAcetaldehyd). Sie 
zeigen deutlich das Ansteigen der Intensitat der Stoffumsetzung bei steigen- 
der Zuckerkonzentration. Im iibrigen ware es miiBig, die ausgedehnten 
Hefeversuche Neubergs um einige weitere bereichern zu wollen; dieser 
Versuch diente mehr einer vorlaufigen Orientierung und sollte zeigen, ob 
die Methode empfindlich genug ist, Schwankungen in der Bildung von 
Acetaldehyd anch bei geringsten Mengen Ausgangsmaterials mit geniigender 
Deutlichkeit zum Ausdruck zu bringen. 

Die folgenden Versuche (2 bis 12) sind alle in gleicher Weise angelegt. 
Dimedon 1 : 1000 oder 1 proz. Na, SO,, sonniges Siidfenster im Glashause bei 
23 bis 25°, die Bliiten nur mit dem Bliitenstiel abgeschnitten, die Blatte: 
unter Dunkelsturz, Dauer des Versuchs 6 bis 8 Tage. 

Die Verarbeitung ist wie im Text angegeben: fein zerrieben, mit warmer 
5proz. Sodalésung extrahiert, filtriert, mit CaCO, destilliert. Da bei der 
Destillation auBer Acetaldehyd auch andere Substanzen iibergehen, wurde 
je ein Kontrollversuch (ohne Abfangmittel) destilliert und die dabei er- 
haltene Jodzahl, die, wie sich aus dem negativen Ausfall der Riminischen 
Reaktion ergibt, nicht als Acetaldehyd gerechnet werden kann, vom Jod- 
wert des eigentlichen Versuchs subtrahiert. Um die Zahlen vergleichen zu 
kénnen, wurde in jedem Versuch das Frischgewicht der verwendeten 
Pflanzenmenge bestimmt. Die Zahlen bedeuten: I. Kolonne: Frisclh- 
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gewicht in Grammen; II. Kolonne: Jodwert in Kubikzentimetern korri- 
gierter n/100 Jodlésung (d. i. Differenz aus dem Titer der vorgelegten 
Sulfitiésung minus dem Jodverbrauch bei der Riicktitration nach beendeter 
Destillation); III. Kolonne: Ausfall der Piperidin-Nitroprussidnatrium- 
reaktion (x x x tief violett, x x deutlich violett, » deutlich griin, 
( negativ); IV. Kolonne: Kubikzentimeter n/100 J berechnet fiir 100 ¢ 
Frischgewicht; V. Kolonne: Differenz zwischen Abfangversuch und Kon- 
trolle in Kubikzentimetern n/100 J; VI. Kolonne: diese Differenz um- 
gerechnet auf Acetaldehyd. 


2. Hydrangea hortensis, Bliiten. 


eS ee ae a ae 32 4,33 0 13,5 _ 
ieee ania dé aes 32 8,18 x 25.5 12,0 2.64 
a ee 31 7,72 : 24,9 11,4 2,51 


3. Tulipa sp., Bliiten. 


a a 17 2,47 0 14,5 
a a ee 20 7.98 x >» 39.9 25,4 5.59 
Pie. « «¢ ds 4 « 18 8.15 x > 45,3 30,8 6,78 


4. Matthiola sp., Bliiten. 


Kontrolle .....-.-. 40 0,86 0 2.1 . 
i 33 4.24 : 12,8 10,7 2,35 


5. Narcissus poeticus, Bliiten. 


aa a 7 1,49 0 21,3 - _- 
Dimedon 7 2,14 : 30,2 8,9 1,96 
6. Taraxum off., Bliiten. 
Dee + 5s ae oe * 85 2,86 0 3,4 - 
CR bs. ae ae Qe: “x 60 3,71 (x) 2,8 2,8 0,62 
7. Arum maculatum, Bliiten. 
OS ES ee ee 0,13 0 0,1 — 

CE SS 6,75 x > 6,3 6,2 1,36 
Ee ee ae 86 7,67 : 8.6 8,5 1,28 
8. Paeonia sp., Bliiten. 

EN an a ht, Nia, ae 32 1,32 0 4,1 

ee 46 5,34 : 11,6 7,5 1,65 

Ae 22 3,56 . 16,2 12,1 2,66 
9. Iris pseudacorus, Bliiten. 

Aa Se 43 5,60 0 13,0 . 
CS 50 7,70 , 15,6 2.6 0,57 
10. Syringa vulgaris, Blatter. 

0 Ae 55 10,82 x & 18,7 - 

DE kw s oe > RR x xk X 39,0 19,3 4,25 

Ee 46 20,66 <x >» 44,9 25,2 5,54 
ll. Aster sp., Blatter. 

ER a a ee 50 2,86 0 5,7 — - 

0 a 48 3,44 7,2 »5 0,33 
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12. Myriophyllum proserpinacoides, Luftsprosse. 


ee. 4.324. % 32 7,30 0 15.5 

ee eS 47 7,07 22,1 6.6 1.45 

eee as a rege 28 7,53 . 26,9 11,4 2.5] 
2proz. Glucose . . 26 8,16 x x 31,0 15,5 3.4] 
2 ,, Milehzucker 25 8.67 x > 34.6 19.1 4.20 


Zur Diskussion dieser Versuchsreihen muB vor allem hervorgehobey 
werden, daB die besten RKesultate mit den intensiv atmenden Bliiten 
halten wurden, besonders wenn solche Bliiten infolge ihrer groBen Obe: 
flache auch stark transpirieren. Denn fiir ein befricdigendes Ereignis ist 
nicht allein eine starke Atmungsintensitét ma®Bgebend, sondern auch sehr 
wesentlich der Umstand, daB das betreffende Organ rasch Wasser aufsaugt, 
damit das darin geléste Abfangmittel an den Ort der intensivsten Atmung 
gelangen und sich dort auswirken kann. Blatter eignen sich wohl wegen 
ihrer geringen Atmungsintensitat weniger, dagegen wurden recht gute 
Resultate mit submersen Wasserpflanzen erzielt. Die besten Erfolge hatten 
wir auch hier, wie nachfolgende Versuche zeigen, mit Keimlingen. 


13. Triticum. 


Etwa 6cm lange, etiolierte Keimpflanzen wurden als ganze (ohne 
Zerreiben) in Dimedon 1: 500 gestellt. Versuchsdauer 72 Stunden. 


A. Thermostat bei 32°. 


ED ew, Stay cae 16 0,69 (x) 4,3 
Dimedon piel eee te! 15 5,59 x > 37,3 33,0 7.62 
-~ Lproz. Glucose . 17 —s-:10,43 x x 61,4 57,1 12,56 


B. Kalthaus bei 15 bis 17°. 


Ras. < ares a 20 0,66 (x) 3.3 
De GS es ste 14 2,43 : 16,7 13,4 2,95 
“ I proz. Glucose . 15 4,81 < 32,1 28,8 6,34 


Der EinfluB der Temperatur auf die Atmungsintensitaét driickt sich 
in der Menge des erhaltenen Acetaldehyds ganz gut aus. Beachtenswert ist 
die betrachtliche Steigerung durch Zugabe von Traubenzucker, in welchem 
Zusammenhang auch auf die Versuche 12, 16, 17 und 18 hingewiesen sei. 
Uber die diesbeziiglich in Gang befindlichen Versuche wird spater berichtet 
werden. | 

14. Zea Mays. 


10 cm lange, unter Dunkelsturz gezogene Keimlinge. Die knapp iiber 
dem Samen abgeschnittenen Keimlinge, die Wurzeln und die gestutzten 
Samen wurden je getrennt angesetzt. 


A. Keimlinge. 


ND orca ox wh 17 2,98 - 17,5 . 
DER. a. us a ae 20 3,62 - 18,1 0,6 0,13 
B. Samen. 
I ak da” we ee 40 10,50 . 26,2 — . 
Se a ae ee 40 21,88 cx.» 54,7 28,5 6,27 
a evgltig Tal dawn Aa 40 21,70 “o.e. 54,2 28,0 6,16 
Bowen. Gait... «6: 40 320,56 i 6 > 51,1 24,9 5,58 
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C. Wurzeln. 


Regs) is> a!) 0 & 17 2,41 0 14,2 - 
ae re 18 3,68 20,4 6,2 1,36 
Jproz. Sulfit. . .... 15 3,61 24,1 9.9 2,18 


Der Versuch zeigt deutlich, da8 nur die Samen vermége ihres Gehalts 
an abbaufahigen Reservestoffen Acetaldehyd produzieren, gar keiner 
ist in Versuchen mit abgeschnittenen Keimlingen (etiolierten!) zu finden, 
und auch die Wurzeln entwickeln relativ schwach. Die bei den einzelnen 
Organen erhaltenen, recht divergenten Quantitaten zeigen deutlich genug, 
wie abhingig die AtmungsgréBe von der Menge der vorhandenen Kohle- 
hydrate ist. 

Am meisten Acetaldehyd konnte auch hier wiederum in Keimlings- 
maceraten gewonnen werden, die wie sub A 5 angesetzt und im Thermo- 
staten bei 32° aufgestellt wurden. 


15. Zea Mays. 


SS Free et 15 2,64 0 17,6 
Dimedon ....... 16 9,93 62,0 44,4 9,77 
Ds aiea Seer. a 16 9,62 60,1 42.5 9,35 


16. Triticum. 


0 47 7,72 0 16,4 — 

ES Fen ae 42 40,50 x x > 96,4 80,0 17,60 
fee 5proz. Glucose. . 41 44,70 xs 109,0 92,6 20,37 

17. Lupinus luteus. 

ee 40 0,00 0 0,0 . 

ae a 40 7,53 2 +. 18,2 18,8 4,14 

Cin Gis once as a Se ae 25,2 25,2 5,54 

0 Ee ae 40 9,14 22.8 22,8 5,02 
am 1 proz. Glucose 40 12.03 » 30,1 30,1 6,62 


Diese Lupinensamen keimten schlecht, die Keimlinge waren nur schwach 
entwickelt, kaum 1 cm lang; daraus erklaren sich die fiir Samenmacerate 
auffallend geringen Aldehydmengen. Da8 der enzymatische Abbau und die 
dadurch bedingte optimale Atmungsintensitét von gesunden, kriiftigen 
und nicht zu jungen (6 bis 7 cm langen) Keimlingen ganz andere Werte 
liefert, mége noch folgender Versuch im Gegersatz zum vorigen illustrieren. 


18. Vicia sativa. 


TE eee 30 5,40 0 18,0 

A en ee ee 30 =. 28,66 x > 95,5 77,5 17,05 

a ae 30 32,90 x > 109,7 91,7 20,17 

— 2 proz. Glucose 30 = - 337,20 K x 124.0  106,0 23,32 
Zusammenfassung. 


Trotz groBer methodischer Schwierigkeiten wurde  versucht, 
Acetaldehyd als Zwischenstufe bei der Atmung héherer Pflanzen zu 


greifen. 
Als Abfangmittel konnten sowohl Sulfite als auch Dimedon Ver- 


wendung finden. 
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Die Identifizierung des Acetaldehyds erfolgte ecinerseits dure} 
Mikroschmelzpunktbestimmung des dargestellten Acetaldomedons, 
andererseits konnte auch eine relativ einfach zu handhabende Methode 
zur quantitativen Bestimmung selbst kleiner Acetaldehydmenyey 
mittels Bisulfit-Jodtitration gegeben werden. 

Alle stark atmenden Pflanzenorgane (Bliiten, Keimlinge), abe: 
auch Blatter, Wurzeln usw. der verschiedensten Pflanzen ergabey 
sowohl bei aeroben wie anaeroben Bedingungen (Keimung, Macerate) 
Acetaldehyd als Zwischenprodukt. 

Damit ist fiir die Auffassung einer gemeinsamen Reaktionskette 
der verschiedenen Formen der Atmung, fiir die Parallelitaét und dey 
innigen Zusammenhang von aerober, anaerober Atmung und Giarung 
eine neue, prinzipielle Stiitze erbracht. 

Gleichzeitig ist gezeigt, daB pflanzliche und tierische Atmung 
infolge der zentralen Stellung des Acetaldehyds bei beiden einen gemein- 
samen Verlauf haben. 

Aus den Versuchen ergab sich eindeutig die Abhangigkeit der 
AtmungsgréBe von der Atmungsintensitaét der verschiedenen Organe 
(Bliiten, Blatter und Wurzeln), von der Menge der verwertbaren 
Atmungsreserven (griine und etiolierte Keimlinge, Kotyledonen, 
Keimpflanzchen, Wurzeln) und die Steigerung durch Zugabe verwert- 
baren Atmungsmaterials. 
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Formaldehyd als Zwischenprodukt bei der Kohlensiure- 
assimilation. 


Von 
G. Klein und ©. Werner. 
(Aus dem pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Wien.) 
(Eingegangen am 30. November 1925.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Von allen Fragen, die sich um das Kernproblem der Pflanzen- 
physiologie, um den Angelpunkt des Lebens tiberhaupt, die Kohlen- 
siureassimilation der griinen Pflanze gruppieren, ist die nach den 


tchemischen Vorgiingen, die sich bei diesem ProzeB abspielen, am 


langsten und intensivsten bearbeitet. Am heiBesten umstritten ist 


ider Sprung von der Kohlensaure bis zu den bisher allein nachweis- 


baren Kohlehydraten. Dieser ist chemisch und energetisch zu grob, 
als daB er auf einmal zuriickgelegt werden kénnte. Man sucht sich 
langst ein Bild von dem Reaktionsverlauf der mit Energieaufwand 
verbundenen Kohlensaurereduktion und der darauf folgenden Synthese 
zu Kohlehydraten zu machen, und die spezifischen reaktionsfahigen 
Zwischenstufen, die der Organismus mit seinen spezifischen chemischen 
Mitteln und seiner charakteristischen Energetik bildet, zu erschlieBen 
und aufzufinden. Von allen Méglichkeiten, die im Laufe von 70 Jahren 
dabei aufgestellt wurden, hat sich die Bayersche Hypothese') der 
Entstehung von Formaldehyd (1870), vielfach gewandelt, allein be- 
hauptet und durch Tatsachen am meisten verdichtet. 

Von den vielen hundert Arbeiten, die darauf gerichtet waren, Form- 
aldehyd als Assimilationsprodukt zu erweisen, sind viele rein theoretisch, 
von den experimentellen Arbeiten die meisten chemisch-analytisch oder 
-synthetisch, physiologische Beobachtungen recht vereinzelt und unzu- 


langlich. Alle diese Arbeiten wurden zum erstenmal von Schrdéder*) (1917) 
kritisch gesichtet und von Willstdtter*) (1918) vielfach auch experimentell 


1) A. Bayer, Chem. Ber. 3, 63, 1870. 
*) H. Schréder, Die Hypothesen iiber die chemischen Vorgange bei 


/ der Kohlenséureassimilation und ihre Grundlagen. Jena 1917. 


; 


3) R. Willstdtter und Stoll, Untersuchungen iiber die Assimilation der 
Kohtenséure. Berlin 1918. 
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iberpriift. Das Ergebnis ist rein negativ. Alle gegliickten Versuche, pj; 
chemischen oder physikalischen Mitteln aus Kohlensiure Formaldehy, 
darzustellen, bzw. aus diesem Zucker zu synthetisieren, sprechen fiir dic 
Hypothese, kénnen aber fiir die Pflanze nichts beweisen. Alle Arbeitey. 
auf rein analytischem Wege Formaldehyd aus der Pflanze zu isolieren, 
erwiesen sich als irrig oder doch fiir die Assimilation nichts besagend 

Alle physiologischen Versuche, durch Formaldehydfiitterung die Be. 
deutung dieses fiir die Assimilation sicherzustellen, konnten und kénney 
die Hypothese nicht erweisen, wenn auch manche dafiir sprechen. J, 
Schroder wagt auf Grund seiner glanzenden Kritik nicht einmal der Form 
aldehydhypothese vor anderen den Vorzug zu geben, und erklirt sie als dic 
nur durch den augenblicklichen Wissensstand gegebene, die durch event elle 
kiinftige Befunde einer angemesseneren Platz machen miiBte, wenn sic 
nicht besser als bisher begriindet werden kénnte. 

Auch Wilistdtter') konnte in der gro®ziigigsten Bearbeitung, die bis 
jetzt vorliegt, experimentelle Belege fiir die Entstehung von Formaldehy« 
nicht erbringen. Er betont mit Recht, da8 alle bisherigen Formaldelhyi. 
befunde in griinen Organen (abgesehen von allen irrigen Angaben) niclhits 
beweisen, da der Befund allein iiber den Zusammenhang von Formaldehy: 
und Kohlenséureassimilation nichts aussagen kann, was neuerdings auch, 
Benecke®) hervorhebt. Aber auch Willstdtters Versuche, auBerhalb der 
Pflanze mit Chlorophyll (in verschiedenen Zusténden) im Licht Kohlen- 
séurezerlegung zu erreichen und dabei Formaldehyd oder auch nur eine 
Peroxydverbindung, die wahrscheinlich primar gebildet wird, zu finden, 
waren vollistandig negativ. Trotzdem postuliert Willstdtter auf Grund des 
auch bei starkster Belastung unverriickbaren Assimilationsquotienten 
O,/CO, = 1, daB die ,,Kohlensiure desoxydiert wird zur Reduktionsstufe 
des Kohlenstoffes selbst, d. h. zur Formaldehydstufe. Denn eine Ansamm.- 
lung von anderen Zwischenprodukten, die bei starkster Belastung am ehesten 
erreichbar ist, miiBte den Quotienten verschieben, der von den denkbaren 
Zwischenstufen fiir Oxalsiure O,/CO, = 4, fiir Ameisensiiure = 2 und fiir 
Glykolsiure = 1.33 (Formaldehyd als einfachstes Hydrat des Kohlen. 
stoffs = 1) ist. Demgegeniiber bemerkt Schréder*) kritisch, daB die Ver 
schiebungen des Quotienten durch derartige Zwischenprodukte unter dic 
Willstdttersche Fehlergrenze fallen und demnach am Quotienten nicht 
bemerkt werden kénnten. Nach W illstdtter bildet sich zuerst eine Chlorophy!! 
kohlenséureverbindung, die durch die Lichtenergie zu einer peroxydischen 
Verbindung umgelagert wird. — Diese Peroxydstufe ist seither durch: 
Warburg *) (entgegen friiheren abweichenden Anschauungen®)] und Noacks* 
Modellversuche bekriftigt worden. -- Die Peroxydverbindung soll frei 
willig unter Mitwirkung eines Enzyms zerfallen und nach Abgabe eines 
Molekiils O, ein Molekiil Formaldehyd abgespalten werden. ,,Es ist eine 
Annahme von hoher Wahrscheinlichkeit, da8 nicht allein die Stufe er- 
reicht, sondern da8B Formaldehyd selbst gebildet wird“. 


1) R. Willstdtter und Stoll, Untersuchungen iiber die Assimilation cer 
Kohlenséure. Berlin 1918. 

*) Benecke-Jost, Pflanzenphysiologie 1, 191. Jena 1924. 

3) H. Schréder, Ber. d. bot. Ges. 36, 9, 1918. 

*) O. Warburg und U. Tsunao, diese Zeitschr. 146, 486, 1924. 

5) O. Warburg, ebendaselbst 100, 230, 262, 1919; 108, 188, 1920: 
Naturwiss. 1921, 8. 354. 

6) K. Noack, Zeitschr. f. Bot. 12, 273, 1920. 
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Die weitere Annahme einer Kondensation von Formaldehyd zu 
Zucker ohne Energiezufuhr bietet keine Schwierigkeiten. 

Die seither erschienenen experimentellen Arbeiten haben am Stand der 
Dinge nichts geaindert. Jacoby") stellte Trockengewichtszunahme an ab- 
geschnittenen Blattern der Kapuzinerkresse, Sabalitschka*) an intakten 
Pilanzen von Tropaeolum, Phaseolus und Elodea durch Formaldehyd- 


_fiitterung auch im Dunkeln fest. DaB die Pflanzen in diesen Versuchen 


Formaldehyd in den griinen Organen bei Dunkelheit zu héheren Kohle- 
hvdraten ,,polymerisieren“, ist damit noch nicht erwiesen, wie Sabalitschka 
meint, noch weniger, wie er selbst feststellt, die Richtigkeit der Form- 
aldehydhypothese. Die Ergebnisse der anderen Arbeiten*) bediirfen keiner 
besonderen Widerlegung, da sie schon unter Schréders und W éillstdtters 
Kritik fallen. 

Es muBte also ein neuer Weg beschritten werden, um das Ent- 
stehen von Formaldehyd bei der Assimilation eindeutig zu beweisen. 

Der mikrochemische Nachweis im Chloroplasten des assimilierenden 
Blattes erwies sich als unmdglich. 

Schon friihere Versuche, durch Injektion mit dem von Willstdtter 
iiberpriiften, auf Formaldehyd spezifisch gestalteten Schiffschen Reagens*) 
(Empfindlichkeit 1: 500000) Formaldehyd im assimilierenden Blatt zu 
erfassen, zeigten die Unmdglichkeit, auf diesem Wege eindeutige Resultate 
zu erzielen. Dazu zeigte Fincke®), daB- Formaldehyd, auch kiinstlich ein- 
gefiihrt, von der Blattsubstanz zerstért oder doch gebunden wird, so daB 
30fache Mengen von Formaldehyd, als im Filtrat vom Blattbrei nach Zusatz 
noch nachweisbar sind, im Blattbrei nicht aufgefunden werden kénnen, 
was wir bestatigen. Bedeutende Mengen freien Formaldehyds, die man 
von tebenden Pflanzen aufsaugen l48t oder Blattbrei zufiigt, sind auch 
mit Dimedon nicht mehr nachweisbar (s. 8. 366). Auch Rouge*) hat den 
mikrochemischen Nachweis von Formaldehyd, Glykol, Glycerinaldehyd 
und Dioxyaceton in vivo als negativ aufgegeben. Dann zeigte Brunswik’) 
rein rechnerisch, da8 ein Nachweis von Formaldehyd im Chlorophyllkorn 
unméglich sei. Innerhalb einer Sekunde waren im Chlorophylikorn 0,66 
.10-'g Formaldehyd faSbar, was fiir den subtilsten Nachweis um vier 
Zehnerpotenzen zu gering ist. Selbst die ganze gebildete Tagesmenge 
(2,4. 10-*g) wiirde sich, wenn sie auch quantitativ faBbar ware, wohl 
nicht lokal sichtbar machen lassen. Hier kénnen wir hinzufiigen, daB wir 
nach Abfangung des Formaldehyds diesen im Chloroplasten vergebens 
nachzuweisen suchten, denn erstens bleibt das Produkt nicht am Ort des 
Entstehens und zweitens wire es unmdglich sichtbar zu machen, da es 
im Gewebe lipoid gelést ist und bleibt. 


1) M. Jacoby, diese Zeitschr. 128, 118, 1922. 

*) Th. Sabalitschka, Zeitschr. f. angew. Chem. 35, 684, 1922; Pharm. 
Monatsh. 4, 169, 1923. 

3) H. Wislicenus, Chem. Ber. 51, 942, 1918; W. Osterhout, Amer. Journ. 
of Bot. 5,5 n.; Mazé, C. r. 171, 1391, 1920. 

*) R. Willstdtter und Stoll, Untersuchungen iiber die Assimilation der 
Kohlenséure. Berlin 1918. 

5) H. Fincke, diese Zeitschr. 52, 214, 1913. 

®) BE. Rouge, Journ. suisse de Pharm. 59, 1921. 

*) H. Brunswik, Naturw. 11, 881, 1923. 
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Gang der Untersuchung. 


Eine eindeutige Lésung schien, wenn tiberhaupt, nur méglich ay 
Grund exaktester analytischer Untersuchung, verbunden mit dey 
einengenden und variierenden physiologischen Experiment, wie ¢, 
schon Schréder betonte. Es muBte also zunachst eine Methode geschaffey 
werden, die den Nachweis von kleinsten Mengen Formaldehyd eindeutiy 
und sicher gestattet ; die aber dazu erméglicht, das Reagens intra vitam 
in das assimilierende Blatt bzw. Chlorophyllkorn miéglichst ohn 
Schadigung des Assimilationsapparats einzufiihren, um am Orte des 
Entstehens die fliichtig durcheilte Zwischenstufe Formaldehyd 2 
fassen und das Reaktionsprodukt zu isolieren und zu charakterisieren 
Nach den angefiihrten errechneten minimalen Mengen, die jeweils 
entstehen und keinesfalls quantitativ zu erfassen sind, schien von 
vornherein ein Erfolg nur bei Abfangung und Anreicherung des ge. 
suchten Kérpers waihrend langerer Versuchsdauer miéglich. 


Konnte wirklich Formaldehyd eindeutig gegriffen werden, so sagte 


dieser Nachweis noch nichts tiber Ort und Entstehung des Formaldehyds, 


absolut nichts tiber seine Genese als Zwischenstufe der Kohlensiure- 
assimilation. Diese konnte nur durch Ausschaltung aller anderen 


denkbaren Entstehungsméglichkeiten, durch Einengung der physio- 


logischen Versuchsbedingungen fiir die spezifische Assimilations- 
tatigkeit bewiesen werden. Ein langer, wenig aussichtsreicher Weg. 

Die Méglichkeit fiir den analytischen Nachweis bot erst der von 
Neuberg') fiir die Abfangung von Acetaldehyd bei der Garung und 


Atmung beschrittene und erprobte Weg, méglichst unschiidliche Stoffe 


in den lebenstatigen Organismus einzufiihren, welche die sehr rasc) 
durcheilten Zwischenstufen am Orte der Entstehung abfangen uni 
anreichern. Freilich sind Garung und Atmung recht unempfindliche 
Prozesse, die auch im Macerat, im Autolysat ohne regulatorisclic 
Wirkung der lebenden Struktur weiter laufen, ja im Prinzip selbst 
in vitro rein fermentativ durchgefiihrt werden kénnen. Die Kohlen- 
siureassimilation ist aber nicht nur, wie alle aufbauenden Prozesse, 
wenigstens bis jetzt, an die lebende, intakt arbeitende Zelle gebunden, 
sondern auch in ihrem normalen Verlauf und ihrer Intensitaét von vielen 
Faktoren im Organismus und im AuBenmedium abhangig, gegen 
geringe Anderungen der optimalen Bedingungen sehr empfindlich?). 


Von Abfangmitteln kamen einerseits Sulfite, die mit Aldehy 
lockere Additionsprodukte geben, andererseits das fiir Acetaldehy: 


1) C. Neuberg, Ergebn. d. Physiol. 21, 404, 1923 (dort die gesamte 


Literatur). 
2) Benecke-Jost, 1, 193, 210 ff. 
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erprobte Dimedon [Dimethylhydroresorcin')], das mit Aldehyden be- 
stindige, sehr feste Kondensationsprodukte liefert, in Betracht. 

Von den gepriiften Sulfiten fallen die primiren, sauren wegen 
ihrer Giftigkeit von vornherein weg, auch das bei Neuberg fiir Hefe 
und Gewebsmacerate bewahrte Calciumsulfit ist fiir uns nicht brauchbar. 
Kinmal miissen die Sulfite, wenn sie Aldehyde koppeln sollen, wegen 
der labilen Addition immer in starkem Uberschu8 geboten werden, 
das Caleciumsulfit noch dazu wegen seiner geringen Léslichkeit. So 
verwendet Neuberg fiir etwa 20g Hefe oder Lebergereibsel 30 g¢ Sulfit. 
Solche Mengen sind fiir die Assimilation unméglich. Bei Landpflanzen 
versagt das Sulfit aus wohl mehreren Griinden iiberhaupt, bei den 
sonst am besten verwendbaren Wasserpflanzen ist bei den Mengen 
ungelésten Salzes das Medium so triibe, daB es die Belichtung nie 
optimal werden laBt, tiberdies sind diese Konzentrationen bereits 
schadigend. 

Das sekundire neutrale, leicht wasserlésliche Kalium- und Natrium- 
sulfit ergab positive Resultate, allerdings immer schwicher und un- 
sicherer als die im folgenden zu charakterisierende Dimedonabfangung. 
Das liegt wohl daran, daB die zur Abfangung nétige Konzentration 
nicht geboten werden kann, weil bei 1: 200 schon Schadigung der 
Assimilation eintritt, die vielleicht nicht nur durch den spezifischen 
Chemismus, sondern auch durch die hohe Salzkonzentration bedingt 
ist. Dazu kommt endlich der langwierige Aufarbeitungsgang, von 
dem spiter zu sprechen sein wird. 

Am besten bewihrte sich Dimedon. Dimedon gibt mit Form. 
aldehyd ein sehr unlésliches Kondensationsprodukt (Formaldomedon), 
Lislichkeit in 100 com Wasser bei 19°C 1 mg?). Die Erfassungsgrenze 
liegt bei 0,1 mg, die Empfindlichkeit ist allerdings infolge der relativ 
betrichtlichen Léslichkeit nicht sehr hoch, was aber fiir unsere Zwecke 
(bei Makrodarstellung) nicht prinzipiell stérend ist. Denn unterhalb 
einer gewissen Grenze (1 mg) sind die Mengen methodisch schon zu 
klein und nichtssagend, oberhalb dieser ist das charakteristische Kristal]- 
lisationsprodukt sicher zu erfassen. Wesentlicher zur Abfangung ist 
die hohe Reaktionsgeschwindigkeit, die wir daraus erschlieBen, daB 
aus gesittigter wiisseriger Dimedonlésung (1: 200) mit einem Tropfen 
20proz. Formollésung sofort Triibung und Kristallfallung eintritt 
(s. auch S. 377), woraus wir auch wohl in verdiinnten Lésungen, wo 
das Kristallprodukt erst spater fallt, auf momentane Koppelung schlieBen 
kénnen. Dazu kommt noch der Befund, daB auch kleinste, genau 


1) C. Neuberg und E. Reinfurth, diese Zeitschr. 106, 281, 1920. 
2) Vorldnder, Chem. Ber. 30, 1801, 1897; Liebigs Ann. 294, 252, 1897; 
Joh. Volkholz, Diss. Halle 1902. 
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gemessene Mengen (einige Milligramm) freien, oder an Dimedon ye. 
bundenen Formaldehyds im Dimedon (unter erprobter Verswchs. 
anstellung) erfaBt werden kénnen. 

Da aber das Dimedon als lipoidléslicher Kérper ein, wenn avch 
nicht sehr starkes Narkoticum ist und die Kohlensaureassimilat joy 
sich nach Warburg!) gegen Narkotica tausendmal empfindlicher erweist 
als die Atmung, muBte erst die Konzentration gesucht werden, dj 
den ProzeB noch nicht sehr alteriert, aber doch noch zur Abfanguny 
wenigstens eines Teiles des Zwischenproduktes hinreicht. Wenn also 
iiberhaupt Formaldehyd als Zwischenprodukt greifbar war, mubte mit 
Mengen gerechnet werden, die eventuell um einige Zehnerpotenzen 
niedriger waren, als die von Neuberg bei der groBen Umsetzungskapazitit 
der Garungsorganismen, bei in demselben Versuch wiederholt erneuerten, 
Gargut und einer von ihm gewahlten Dimedonkonzentration yon 
1: 200 bis 1:40 erreichten Mengen (0,4 bis 4g). Zeigte doch auch 
schon der nach unserer Durcharbeitung erschienene Aldehydnachweis 
bei der Atmung der Warmbliitler nur mehr Milligramm. Als brauch- 
barste Konzentration erwies sich 1 : 1000, bei der die Assimilation dure} 
einige Stunden ungehemmt verliiuft, um dann rasch zum Stillstand 
zu kommen. 

Zur Darstellung des entstandenen Produkts waren die Newberg schen 
Methoden nicht geeignet. Nicht das Extrahieren der Garmasse und 
Ausfillen des Produkts aus dem eingeengten Extrakt, da unsere Menge 
hierfiir viel zu klein sind (s. 8S. 363) und immer lipoid gelést bleiben 
Auch nicht das Abdestillieren des Formaldehyds aus der ganzen Ver- 
suchsmenge +- Fliissigkeit, da das Formaldomedon, wie sich bak 
zeigte, aus gréBeren Fliissigkeitsmengen nicht oder kaum Formaldehy: 
abspaltet. Die Destillation ist fiir Formaldehyd nur aus Sulfitbinduny 
méglich. Dagegen lieB sich das Formaldehydprodukt aus der Pflanz 
durch Extraktion, Einengen und Ausschiitteln reinigen und konzen- 
trieren. Bei Wasserpflanzen zeigte sich bald, daB das Formaldomedon 
nicht am Orte des Entstehens bleibt, sondern langsam ab- und in 
das AuBenmedium diffundiert, wohl gelést in den Lipoiden, die in 
betrichtlicher Menge in die Lésung gehen. Dies im sauren wie alka- 
lischen Medium, in letzterem allerdings in wenigen Stunden fast quanti- 
tativ. Da die natiirliche Nahrlésung der Wasserpflanzen schon neutra! 
oder schwach alkalisch ist, und bei der Assimilation durch Zerlegunyg 
des Bicarbonats das pg rasch tiber 8 bis 9 und mehr steigt?), ist nach 
Abbrechen und eventuellem Stehenlassen des Versuchs alles Form- 


1) O. Warburg, diese Zeitschr. 100, 230, 262, 1919; 108, 188, 1920; 
Naturwiss. 1921, S. 354. 

2) Fr. Ruttner, Sitzber. d. Akad. Wiss. Wien, math.-natur. KI. I, 139, 
171, 1923. 
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aldomedon in der Nahrlésung, aus der es ausgeschiittelt und an- 
vereichert wird. Die Méglichkeit, die minimalen Mengen Reaktions- 
produkt aus dem grofen Quantum Nahrlésung (42 bis 2 Liter) dar- 
gustellen (s. S. 375), beruht auf dem Prinzip, durch Einengung auf 1 bis 
wenige Kubikzentimeter das Produkt um mindestens das Tausendfache 
anzureichern. Aus der geringen Fliissigkeitsmenge laBt sich das Produkt 
dann gereinigt destillieren, abscheiden und charakterisieren. Um 
Wiederholungen méglichst zu vermeiden, wird die nach Hunderten von 
Vor- und Fehlversuchen bewahrte Versuchsanstellung in extenso 
spater gegeben. DaB die Wahl des Versuchsobjekts dabei wesentlich 
war und die Durcharbeitung nur bei den mit der ganzen Oberfliche 
submersen Wasserpflanzen méglich wurde, sei nur nebenbei betont. 

Die Mengen, die erhalten wurden, sind absolut sehr gering, relativ 
aber recht befriedigend, sowohl im Vergleich mit Neubergs Mengen 
bei der Atmung der Warmbliiter, wie auf Grund der theoretisch berech- 
neten Mengen. An einem Beispiel soll das gezeigt werden: 10g Frisch- 
gewicht von Elodea entsprechen etwa 0,4g Trockengewicht, 8 mg 
Chlorophyll und diesem bei guter Assimilation 0,05 g assimilierter 
Kohlensiure pro Stunde; dieser entsprechen 33 mg Formaldehyd bzw. 
300 mg Formaldomedon. Abfangbar sind 8 bis 12 mg in 2 Stunden, 
also ungefahr der 60. Teil der theoretisch entstandenen Menge. Be- 
denkt man dabei, da in diesen 2 Stunden optimale Assimilation nicht 
herrschen kann, weil ja das eindringende Narkoticum immer stirker 
hemmt, daB erst von einer gewissen Zeit an das Dimedon im Chloro- 
plasten die Konzentration erreicht hat, die abfangend wirkt, daB das 
Dimedon iiberhaupt nicht in einer optimal abfangenden Konzen- 
tration gegeben werden kann, so erhilt man erst eine Schitzung fiir 
die iiberhaupt abfangbare Menge. Hierzu kommt aber noch, daB die 
Formaldehydstufe anscheinend so schnell durchlaufen wird, daB iiber- 
haupt nur bei voller Belastung des Assimilationsapparats ein Teil 
greifbar wird. Denn wie spiter noch zu zeigen sein wird, wurde bei 
schwicherer Assimilation Formaldehyd nie in greifbarer Menge ge- 
funden. Dies alles gibt uns die Berechtigung, von optimaler Ausbeute 
zu sprechen. 

Die bisherigen Ergebnisse zeigen allerdings nur, dai’ bei voller 
Assimilation Formaldehyd gefunden und eindeutig nachgewiesen 
werden kann. Ob dieser, wie bisher stillschweigend vorausgesetzt, 
aus der Reaktionskette der Assimilation stammt, ist erst noch zu 
erweisen. 

Wenn auch festgestellt werden mu, daB zum erstenmal Form- 
aldehyd aus der Pflanze, noch dazu aus der intakten Pflanze, ein- 
deutig nachgewiesen wurde, und auch in Mengen, die die weniger 
sicheren Angaben friiherer Forscher weit iibertreffen [Curtius und 
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Franzen') aus 1kg Hainbuchenblatter 0,86mg gegeniiber unserer 
Ausbeute von 10 mg aus 10 g!], so ware doch die Entstehung des Form. 
aldehyds unabhangig von der Assimilation auf verschiedene Weise 
denkbar. Die naheliegendste Méglichkeit ware die, an Verunreinigunyey 
des Arbeitsraumes bzw. der Reagenzien zu denken. In der Tat ist dic 
Gefahr der Verunreinigung groB. Das Offnen einer Flasche mit kon. 
zentrierter Formaldehydlésung geniigt, um in einer irgendwo im Zimmer 
stehenden Schale mit Dimedonlésung Formaldehyd nachweisen 2 
kénnen. Auch der nicht speziell gereinigte Alkohol enthalt Aldehyd 
Da die Reinheit des Versuchsraumes und der Reagenzien jeweils iiber. 
priift wurde, fallt diese grobe Fehlerquelle weg, zumal ja dann Form. 
aldehyd als Verunreinigung regelmaBig und einheitlich hatte gefunden 
werden miissen *). Dagegen war der Einwand, daB Formaldehyd sonst 
irgendwie unter den gegebenen Verhiltnissen in der Pflanze entstehen 
kénnte, nicht so leicht von der Hand zu weisen. Deshalb wurden 
chlorophyllfreie Organe in toto zerschnitten und als Gereibsel (Kartoffel- 
knollen, Mark von Impatiensstengeln, Weizen und Erbsensamen uni 
etiolierte Keimlinge dieser, Riibenstiicke von Beta vulgaris, Keimlings. 
wurzeln usw.) in der bei der Assimilation verwendeten Lésung mit 
Dimedon auch unter sonst gleichen Bedingungen im Lichte und im 
Dunkeln tagelang belassen, auf Formaldehyd gepriift. Die Ergebnisse 
waren immer rein negativ. In manchen Versuchen war Aldehyd greifbar, 
der aber mikrochemisch eindeutig als Acetaldehyd aus der Atmung 
der verwendeten Pflanzen zu charakterisieren war. Eine Formaldehyd- 
abspaltung durch Autolyse oder Photolyse tritt also in unseren Ver. 
suchen nicht ein. Ebenso war eine photolytische Abspaltung von 
Formaldehyd aus Chlorophyll oder dessen Begleitstoffen méglich 
(s. Willstdtters Kritik der Formaldehydabspaltung aus Chlorophyll). 
Gereibsel, Alkohol- und Petrolitherausziige von Elodea und allen 
anderen zur Assimilation verwendeten Pflanzen gaben unter den 
Assimilationsbedingungen nie Spuren von Formaldehyd. 

Dazu wurden noch spezielle Literaturangaben fiir unsere Verhaltnisse 
iiberpriift. So fand Spoehr*), daB PreBsaft von Sukkulenten nach Belichtung 


Saureabnahme und im ,,Destillat‘‘ Formaldehyd und Ameisensiaure zeigt. 
Ebenso konnte er nach Behandlung von Apfelsaure, Weinsaure, Essigsaure, 


1) Th. Curtius und H. Franzen, Sitzber. d. Heidelb. Akad. Wiss. 1912, 
7. Abh. 

*) H. A. Spoehr, diese Zeitschr. 57, 95, 1913. 

*) Auch die Méglichkeit, daB im Gang der Aufarbeitung oder durc! 
Belichtung aus Dimedon Formaldehyd abgespalten wird, wurde iiberpriiit 
Reine Dimedonnahrlésung + CO, spaltet auch nach 24stiindiger Belichtung 
keine Spur Aldehyd ab, beim Destillieren geht Dimedon als solches zum Tei! 
(unzersetzt) iiber. Ubrigens hatte eine derartige Fehlerquelle immer stéren 
miissen. 
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Glykolséure usw. im ultravioletten Licht bei 30° und starker Sauerstoff- 
quiuhr als Produkt der langsamen Decarboxylierung Formaldehyd und 
Acetaldehyd ,,qualitativ’s‘ nachweisen. Der daraus gezogene SchluB, da® 
im Pflanzenkérper ,,photolytisch** aus organischen Saéuren Formaldehyd 
gebildet wird, der auch in die Literatur iibernommen wurde (s. Benecke- 
Jost, 8. 191, Anm. 91), ist aber schon durch nichts bewiesen. Denn erstens 
liegen nur Ergebnisse aus PreBsaiften und Destillaten vor und zweitens 
ist die Behandlung in vitro recht radikal. Versuche mit farblosem und griinem 
Pflanzengereibsel, dem Oxalsdiure, Bernsteinsdéure, Weinsdure, Apfelsiure 
einzeln und in Mischung zugesetzt war (0,01 bis 1 Proz.), gaben bei Dimedon- 
gegenwart unter den Assimilationsbedingungen keinen Formaldehyd. 
Versuche mit reinen Substanzen unter diesen Bedingungen ergaben negative 
Resultate (s. Tabelle V). Auch Fe- und Mn-Katalyse') ergaben bei dieser 
Versuchsanstellung keinen Formaldehyd (Wéillstditer, 8. 376), [nach Moore 
und Webster*) soll CO, durch Fe-Katalyse zu Formaldehyd reduziert 
werden, was von Spoehr negiert wurde*)], héchstens Acetaldehyd, wie ihn 
auch Neuberg*) in vitro gefunden hatte. Beigabe von Fe- und Mn-Salzen 
steigerte auch bei normaler Assimilation die Formaldehydausbeute nicht. 
Wislicenus®) zeigte, daB die friiheren Vermutungen, wonach sich H,O, 
mit CO, zu Formaldehyd und Ozon umsetzt, zwer nicht zutreffen, dafiir 
aber Alkalibicarbonate durch H,O, zu Ameisenséiure reduziert werden. 
Formaldehyd konnte er weder da, noch bei Behandlung von Ameisenséure 
mit H,O, finden. ,,Die Pflanze findet dagegen im allgegenwiartigen H,O, 
das Reduktionsmittel, das die CO, zur ersten Reduktionsstufe, der Ameisen- 
siure, ohne Energieaufwand hebt!*‘ Die weitere Reduktion soll im Chloro- 
phyllikorn mit Lichtenergie verlaufen. Dazu ist nur zu bemerken, (laB das 
ganze auf Kleinstiicks*) Irrtum beruht und H,O, oder iiberhaupt ein Per- 
oxyd nach Molisch*) bisher nie in der Pflanze gefunden wurde. 


Trotzdem wurden Blattgereibsel mit H,O, (0,1 bis 10 Proz.) im 
Lichte und im Dunkeln auf Formaldehydbildung gepriift, das Er- 
gebnis war vollstindig negativ. Bei normaler Assimilation hemmt 
Zugabe von H,O, in steigender Konzentration (0,1 bis 10 Proz.) die 
Formaldehydbildung. 

SchlieBlich wire noch eine Fehlerquelle aufzuzeigen, auf die der 
eine von uns a. a. O.*) gestoBen war. Zuckerlésungen (Glucose, Fructose, 
Saccharose usw.) spalten namlich bei der Destillation Formaldehyd 
ab, der iibergeht und im Versuch Assimilation vortiuschen kénnte. 
Allerdings treten greifbare Aldehydmengen erst bei einer Konzen- 


1) O. Warburg, diese Zeitschr. 100, 230, 262, 1919; 108, 188, 1920; 
Naturwiss. 1921, 8. 354. 

2) B. Moore und T. A. Webster, Proc. Roy. Soc. Sir. B. 87, 163, 1913. 

8) H. A. Spoehr, diese Zeitschr. 57, 95, 1913. 

4) C. Neuberg, ebendaselbst. 67, 58, 1914. 

5) H. Wislicenus, Chem. Ber. 51, 942, 1918; W.Osterhout, W.J. 5; 
Amer. Journ. of Bot. 5, 5n ; Mazé, C. r. 171, 1391, 1920. 

*) Kleinstiick, Chem. Ber. 51, 108, 1918. 

7) H. Molisch, diese Zeitschr. 125, 257, 1921. 

8) @. Klein, Aldehydabspaltung an Zuckerarten. Diese Zeitschr. 1926. 











370 G. Klein u. O. Werner: 


tration von mindestens 1 Proz. Zucker auf, wie sie im assimilieren:\e) 
Organ nie vorkommt. Kontrollversuche mit 1 bis 5 Proz. Zucker. 
zugabe zeigten aber, dab diese Fehlerquelle nicht in Betracht kommt. 
da der Zucker beim Ausschiitteln mit Petrolaither auch nicht in Spuren 
iibergeht. Auch Belichtung von Zuckerlésungen allein und Pflanzey. 
gereibsel zugesetzt, ergab weder mit noch ohne katalytische Fe-Gabhe 
Formaldehyd. 


Um auch im assimilierenden Organ diese eventuell stérende photo. 
lytische Abspaltung von Formaldehyd aus organischen Siauren oder 
Zucker ausschalten zu kénnen, wurden iiberdies noch folgende Ver. 
suche durchgefiihrt. Normaler Assimilations- (Licht-) bzw. Atmungs. 
dunkelversuch mit Wasserpflanzen bei gleichzeitiger Darbietung von 
1 bis 2 Proz. Glucose. Der Zucker wurde 1 Stunde vor Versuchsbeginy 
im Dunkeln zugesetzt, Dimedon erst zu Versuchsbeginn. Da Zucker. 
zufuhr, wie bekannt, die Assimilation hemmt, und Warburg dabei eine 
Verdrangung reaktionsfihiger CO, in den Chloroplastengrenzschichten 
annimmt, war schwiicheres Auftreten von Formaldehyd zu erwarten. 
Der Dunkelversuch muBte nach unseren Atmungsuntersuchungen ge. 
steigerte Aldehydproduktion ergeben. 


De facto zeigten die Versuche regelmaBig betrachtlichere Mengen 
Acetaldehyd als normale Assimilationsversuche, aber auch mehr Form. 
aldehyd, als erwartet war. Bei einem Zuckergehalt von mehr als 1 Proz. 
nahm allerdings die Formaldehydmenge ab. Hier diirfte bereits 
Hemmung durch Zuckeriiberschu8 vorliegen. Die immerhin relatiy 
betrachtlichen Mengen Formaldehyd, die einheitlich in den diesbeziig- 
lichen Versuchen auftreten, kénnen wir uns nur aus der Hemmung 
des Assimilationsmechanismus erkliren, einer Verlangsamung des 
ganzen Prozesses, die als einzige Méglichkeit einer reichlicheren Form- 
aldehydabfangung ers¢cheint. 


Da8B Formaldehydabspaltung des Zuckers direkt nicht vorliegt, 
zeigen die folgenden Versuche. 


Es wurden Assimilationsversuche bei Narkose mit Phenylurethan 
bzw. Blausiurewirkung unter gleichzeitiger Darbietung von 1 bis 
2 Proz. Zucker baw. der Ammonsalze von Oxal-, Apfel- und Weinsiure 
(je 0,1 Proz.) durchgefiihrt. Da nach den folgenden Versuchen mit 
Phenylurethan und Blausiure (8.371) Formaldehyd aus der Assi- 
milation nicht oder kaum auftreten konnte, muBten die Versuche 
eindeutig zeigen, ob unter den Bedingungen des Assimilationsversuchs 
in vivo aus Zucker bzw. organischen Siuren Formaldehyd entsteht. 
Die Ergebnisse waren rein negativ. In keinem der Versuche konnte 
Formaldehyd gegriffen werden, wohl aber manchmal geringe Mengen 
Acetaldehyd aus der nicht ganz sistierten Atmung. 
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Damit erscheinen die Fehlerquellen, die uns méglich schienen, 
ausgeschaltet. 

Das Hauptgewicht legen wir indes auf die physiologischen Ver- 
suche, die Formaldehydbildung auf die Kohlensdureassimilation ein- 
zuengen. Hierzu wurden Parallelversuche im Dunkeln mit CO,, normale 
Versuche im Licht und Belichtungsversuche im _ kohlensiurefreien 
Raume angestellt. Die Dunkelversuche ergaben nur Acetaldehyd 
von der Atmung, ebenso die kohlensiurefreien Belichtungsversuche 
nur Acetaldehyd neben hier und da greifbaren Spuren von Formaldehyd, 
der wohl nur auf die mit dem Dimedon eingefiihrten und von der 
Atmung stammenden Kohlensiuremengen zuriickgefiihrt werden kann. 
Dazu kommt der schon erwahnte Befund, da8 bei schwacherer Assi- 
milation (Licht, CO, oder Temperatur im Minimum) Formaldehyd 
nie in greifbarer Menge erhalten werden konnte, ebensowenig bei nicht 
vollkraftigen Wasserpflanzen oder starker Verschiebung eines der 
limitierenden genannten Faktoren beim Versuch gegeniiber der Vor- 
behandlung!) (s. Benecke-Jost 1, 198 bis 218). 

Um aber das Ergebnis des kohlensaurefreien Versuchs, das doch 
kritisiert werden kénnte, absolut beweiskraftig zu gestalten, wurde 
versucht, bei Kohlensiuregegenwart den Assimilationsapparat, zu in- 
aktivieren. Das lieB sich nach Warburg?) durch entsprechende Narkose 
und durch Blausiurebehandlung erreichen. 

Schon die Dimedonbehandlung bedeutet ja eine schwache Narkose, 
die sich nach einigen Stunden auswirkt und die Assimilation voll- 
standig sistiert. Wirkt Dimedon schon im normalen Versuch (1 : 1000) 
limitierend auf die erreichbare Formaldomedonmenge, so hemmt es 
in einer Konzentration 1 : 200 vollstandig; in Konsequenz dessen ist 
Formaldehyd nicht greifbar. Dasselbe wurde bei optimaler Assimilation 
durch Narkose mit Phenylurethan erreicht (1: 1000). Es ist keine Spur 
von Formaldehyd, wohl aber wenig Acetaldehyd von der nur teilweise 
alterierten Atmung auffindbar. Dasselbe Ergebnis brachten Blau- 
siureversuche (Konzentration n/1000, welche die Assimilation voll- 
stindig hemmt, die Atmung aber nicht nur nicht hemmt, sondern 
sogar beschleunigt): Kein Formaldehyd, normale Mengen Acetaldehyd. 

Endlich wurde im AnschluB an die Befunde Stoklasas*) die in 
ihrer Wirkungsweise noch nicht naher erkannte assimilationssistierende 
Wirkung der schwefligen Sure zur Beweisfiihrung herangezogen. 
Vorhergehende Einwirkung von SQ, in einer Konzentration von 


') R. Harder, Jahrb. f. wiss. Bot. 64, 169, 1924. 

2) O. Warburg, diese Zeitschr. 100, 230, 262, 1919; 108, 188, 1920; 
Naturwiss. 1921, S. 354. 

8) J. Stoklasa, Die Beschidigung der Vegetation durch Rauchgase. 
Berlin 1923; diese Zeitschr. 186, 306, 1923. 
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0,0005 proz. NaH SO; durch 26 Stunden und von 0,01 proz. NaH s0, 


durch 2 Stunden ergab weder Form- noch Acetaldehyd. 

Durch diese letzten Versuche, deren Einwirkung ja ganz verschieden. 
Komplexe und Strukturen des feineren Assimilationsapparats aver 
Tdtigkeit setzt, scheint uns im Zusammenhang mit den obigen Befundey 
der sichere, eindeutige Beweis erbracht, dap der nachgewiesene Form. 
aldehyd faktisch nur als Zwischenstufe bei der Kohlensdureassimilation 
anzusprechen ist. 

Methodisches. 

Bei der Auswahl des Versuchsmaterials muBten wir von folgenden 
leitenden Gesichtspunkten ausgehen : 

1. Es kommen vor allem solche Pflanzen in Frage, bei denen das 
Abfangmittel Dimedon dem assimilierenden Gewebe auf kiirzestem 
Wege zugefiihrt werden kann. 

2. Die Assimilationsintensitét des Materials mu eine méglichst 
groBe sein. 

3. Die Pflanzen werden um so geeigneter sein, je weniger ihre 
Assimilationsintensitat durch die narkotische Wirkung des _lipoid- 
léslichen Dimedons herabgesetzt wird. 

4. Das Ausgangsmaterial] soll méglichst frei von solchen Stoffen sein, 
die die Isolierung des Reaktionsprodukts Formaldomedon erschweren. 

Danach kamen in erster Linie Wasserpflanzen in Betracht. Sub- 
merse Wasserpflanzen, wie Elodea canadensis und densa, Myrio- 
phyllum sp., Ceratophyllum sp., Ranunculus aquatilis, Utricularia 
vulgaris, Potamogeton praelongus, waren wegen der Exposition ihrer 
ganzen Oberfliche gegeniiber der Nahrlésung, die das Dimedon gelist 
enthalt, besonders giinstig. Auch ist die Dimedonkonzentration, welche 
diese Pflanzen vertragen, besonders bei Elodea, Myriophyllum und 
Potamogeton, eine relativ hohe. Wir verwendeten in der Regel fiir 
Material, dessen Assimilationsfahigkeit maximal war, eine Dimedon. 
lésung 1: 1000, eine Konzentration, welche die Assimilationsfahigkeit 
wenig herabsetzt und hinreichend ist, um einen betrachtlichen Tei! 
des Formaldehyds abzufangen. Nicht zu unterschitzen ist hier auch 
der Vorteil, die Assimilationstatigkeit des Materials von Fall zu Fall 
durch die Beobachtung der aus den Schnittflichen der Sprosse aus- 
tretenden Gasblasen, genauer durch Leitfihigkeitsbestimmungen, auch 
wihrend des Versuchs schnell und sicher beurteilen zu kénnen. 

Von submersen Wasserpflanzen bewihrten sich einzellige und 
Fadenalgen weniger. Bei Versuchen mit Chlorella, Spirogyra, Zygnema 
und Vaucheria zeigte sich namlich eine groBe Empfindlichkeit dieser 
Organismen gegen Dimedon. Trotz ihrer optimalen aufnehmenden 
Oberflaiche sind die anwendbaren Dimedonkonzentrationen 1 : 3000 bis 
1 : 5000 zu gering, um geniigend Formaldehyd abfangen zu kénnen. Dazu 
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waren auch bedeutende Mengen von Algen und entsprechende Exposition 
notwendig gewesen. Nur in wenigen giinstigen Fallen waren hier kleine 
Mengen von Formaldomedon aus Assimilationsversuchen zu gewinnen. 

Bei den Landpflanzen war die Schwierigkeit der Zufiihrung von 
Dimedon zu den assimilierenden Zellen eine viel gréBere als bei den 
Wasserpflanzen. Bei Versuchen durch einen 10cm langen, jungen 
SproB von Aucuba japonica, der auf dem kiirzeren Schenkel eines 
ungleichschenkligen U-Rohres montiert war, Dimedonlésung 1 : 2000 
mit einer Quecksilbersiule durchzupressen, erwiesen sich die Tropfen, 
welche an den Blattzihnen austraten, frei von Dimedon. Schon dieser 
Versuch zeigt, wie groB die Absorption des Dimedon auf dem Wege 
durch die Leitungsbahnen ist!). Immerhin war es bei Verwendung von 
abgeschnittenen Blaittern auf dem kurzen Wege durch den Blattstiel 
oder den unteren Blatteil méglich, Dimedon in das Assimilations- 
gewebe zu bringen. Die Auswahl des Versuchsmaterials wird aber durch 
den bei vielen Pflanzen unter der schidigenden Wirkung des Dimedon 
(Wirkung des Narkoticums und der sauren Reaktion des Dimedon, 
pa der Nahrlésung = 8, der Nahrlésung -+- Dimedon = 4,5) leicht ein- 
tretenden Spaltenverschlu8 eine sehr kleine. Je linger die Spalt- 
iffnungen geéffnet bleiben, desto mehr Dimedon kann mit dem Tran- 
spirationsstrom in das Blatt nachgesaugt werden. Als brauchbare 
Versuchsobjekte erkannten wir Blatter von Tropaeolum majus, Zea Mais 
und fertile, junge Sprosse von Equisetum palustre. Um kiinstlich die 
Spalten offen zu halten, versetzten wir nach entsprechenden Vorversuchen 
die Dimedonlésung mit 0,lproz. NaCl*). Bei dieser Konzentration 
waren die Spalten trotz der Dimedonwirkung nach 10 Stunden noch offen. 


Eine andere Méglichkeit der Zufiihrung von Dimedon zum Assi- 
milationsgewebe war bei einigen Sukkulenten, vor allem Sempervivum 
tectorum und Echeveria Scheideckeri, durch Injektion von Dimedon- 
lésung in das Interzellularsystem gegeben. Wir gingen so vor, dab 
wir am Grunde des Blattes mit einer Nadel einen Einstich machten 
und dann mit einer Pravazschen Spritze an der Blattspitze injizierten. 
An der Verfairbung im Griinton des Blattes kann man die Erfiillung 
des Interzellularsystems mit der Fliissigkeit sehen. Diese wird all- 
mahlich resorbiert und damit der Luftkohlensiure das Eindringen 
méglich gemacht. Auch hier bewihrte sich zur Verhinderung des 
Spaltenverschlusses Zugabe von 0,1 proz. NaCl zur Dimedonlésung. 
Die Dimedonkonzentrationen sind ebenso wie bei den Aufsaug- 
versuchen hoch zu nehmen, 1: 200 bis 1: 500. Auch diese Versuche 
mit Sempervivum und Echeveria fiihrten zu giinstigen Resultaten. 


1) H. Fincke, diese Zeitschr. 52, 214, 1913. 
2) F. Weber, Naturwiss. 11, 309, 1923. 
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Als Lichtquelle benutzten wir, um uns von der Unbestandiyke;; 
des Sonnenlichtes unabhiingig zu machen, kiinstliches Licht. Wj) 
arbeiteten nach Wéillstdtters bewihrtem Muster mit einer 2000-MK. 
Metallfadenlampe?) bei Lichtintensitaéten von 40000 bis 100000 Ly, 
(Sonnenlichtstarke im Juni). Um die betriachtliche Warmeausstrah|uny 
abzuhalten, schalteten wir zwischen Lichtquelle und Versuchspflanzey 
eine Kiihlvorrichtung, bestehend aus einer runden, 5cem hoch wasser. 
gefiillten Glaswanne, auf deren Boden Kiihlrohre, ebenfalls aus Glas. 
gelegt sind (Abb.1). Die Temperatur des Wassers in einem 20 en 
unter der Lichtquelle aufgestellten GefaiB steigt bei dieser Anordnung 
im Laufe von 12 Stunden héchstens um 1 bis 2°C. Die Kiihlung ist 
also bei sehr guter Lichtausnutzung eine optimale. 


3 

















as ne GES a at eae 
Abb. 1. Assimilatic ur. Abb. 2. Assimilationskammer 





beim CO «freien Versuch. 


Im folgenden sei der Gang eines Versuchs mit Elodea canadensis 
genauer beschrieben. Die Pflanzen werden in der wirmeren Jahreszeit 
von einem natiirlichen Standort, wo sie iippig gedeihen, genommen 
und ein bis mehrere Tage im lichten Glashaus in einem hinreichend 
groBen GefaiB mit Leitungswasser unter éfterem Zusatz von Kohlensiiure 
stehengelassen. Zum Versuch werden bloB die gesunden, griinen 
SproBspitzen in einer Linge von 5 bis 10cm mit dem Rasiermesser 
abgeschnitten. Zu anderen Jahreszeiten miissen sie erst optimal 
adaptiert werden ?). 

Als GefaiBe werden Bechergliser oder flache Schalen mit einem 
Fassungsraum von 400 bis 1000ccm benutzt. Das GefiB muB die 
gleichmaBige Belichtung einer gréBeren Elodeamenge in méglichst 
wenig Lésung gestatten. Da das Reaktionsprodukt aus der Pflanze 


wihrend des Versuchs zum gréBten Teil in die Nahrlésung diffundiert, 


ist zur Isolierung des Produkts eine méglichst hohe prozentuale An- 
reicherung wiinschenswert. Als besonders giinstige Beleuchtungs- 
anordnung hat sich fiir unsere Zwecke die in Abb. 2 innen dargestellte 


') 14-Watt-Metallumlampe. 
2) R. Harder, Jahrb. f. wiss. Bot. 64, 169, 1924. 
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erwiesen; eine flache Glasschale von 750 ccm Fassungsraum, die in 
wnvekehrter Lage in einer gréBeren Schale liegt, enthalt die Dimedon- 
jisung mit Elodea. In der gréBeren Schale wird die Dimedonlésung 
bis auf 0,56cem Héhe abgehebert. Hier wird das bei flachen offenen 
Schalen sonst so listige Heraussteigen der Elodeasprosse aus der 
Flissigkeit und Vertrocknen der Pflanzen vermieden. 

Die verwendete Nahrlésung enthalt 0,1 Proz. Dimedon in Leitungs- 
wasser mit einem Zusatz von 10 bis 20 Proz. durch Einleiten von CO, 
in Kalkmilch frisch bereiteter Calciumbicarbonatlésung als CO,- Quelle 
und zur Pufferung. In vielen Fallen haben wir auch nur das stark 
CaCO,-haltige Wiener Leitungswasser mit einem CQO,-Strom durch- 
perlt. Die Temperatur muB dieselbe sein wie die des Wassers, in dem 
sich die Pflanzen vorher befanden, und soll wahrend des Versuchs 
méglichst konstant bleiben. Man belichtet 6 bis 8 Stunden. Bei gutem 
Elodeamaterial macht sich die narkotische Wirkung des Dimedons 
erst nach ungefihr 2 Stunden oder noch spiter bemerkbar. Bis dahin 
aber muB die Gasblasenentwicklung eine volle sein, wenn gréBere 
Mengen von Formaldehyd abgefangen werden sollen. Ist die Belichtung 
beendet, so werden Lésung und Pflanzen getrennt verarbeitet. Von 
der Verarbeitung der Pflanzen soll erst spiiter die Rede sein, da diese 
erfahrungsgemaB nur mehr einen kleinen Bruchteil Formaldomedon 
enthalten, also auch verworfen werden kénnen. 

Die Lésung wird filtriert, mit einigen Tropfen konzentrierter HC! 
angesiuert und gegen eine gréBere Menge Petrolither tiichtig aus- 
geschiittelt (1 Stunde). Fiir 1 Liter der Lésung ist ungefihr ', Liter 
Petrolither zu nehmen. : 

Dieser bewahrte sich besser als Ather oder andere organische 
Solventien, die mit Wasser in héherem Verhiltnis mischbar sind. 
Bei alkalischer Reaktion der wisserigen Schicht liegt in allen Fallen 
infolge der spielenden Alkaliléslichkeit des Formaldomedons seine 
gréBere Affinitét bei der wiisserigen Schicht. Beim Ansauern der 
Nahrlésung fallt das Formaldomedon nicht aus, trotzdem die schlieBlich 
isolierte Menge ein viel gréBeres Wasserquantum zur Lésung bendétigen 
wiirde. Versuche, die in dieser Richtung angestellt wurden, zeigten, 
da8 das Produkt lipoid gelést bleibt. Wiahrend des Versuchs gehen 
infolge der steigenden alkalischen Reaktion (Bicarbonat — Carbonat) 
betrichtliche Mengen von Lipoiden usw. [nachweisbar nach Hansteen') |} 
in Lésung. Aus dieser lipoidwiisserigen Schicht geht die Ausschiittlun: 
leichter vor sich als aus reinem Wasser. Da Petroliither und Wasser 
nicht mischbar sind, dient der petrolatherlésliche Lipoidanteil als 


1) B. Hansteen-Cranner, Meldinger fra Norges Landbrukshoiskola 2, 


H 1/2. Kristiania 1922. 
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Vehikel fiir das Formaldomedon. Tatsichlich ergaben in dieser Richt uny 
unternommene Versuche eine schnelle quantitative Ausschiittlungs. 
moglichkeit. 

Nach Ablassen der wiisserigen Schicht wird diese verworfen \( 
der Petrolather zweimal mit konzentrierter wasseriger NaCl-Lésung. 
die noch tiberschiissiges festes NaCl enthalt, gewaschen. Dies fiihr 
zur Beseitigung einer eventuell entstandenen schaumigen Zwischen. 
schicht ; es werden aber auch durch diese Behandlung aus dem klarey 
Petrolather in Lésung befindliche Stoffe abgeschieden. Es bildet sich 
eine ziemlich feste, schaumige Zwischenschicht, welche verworfen wird. 

Der so gereinigte Petrolither wird zur vollstandigen Beseitigung 
der wisserigen Anteile in einem Becherglas mehrere Stunden stehen. 
gelassen, dann vorsichtig in einen trockenen Rundkolben dekantiert 














Abb. 3. Destillati tur. 





und im Vakuum abgedampft. Die Temperatur des Petrolithers oder 
seines ‘Riickstandes sqll nicht itiber 40°C steigen, der gelbe Riickstand, 
welcher zum groBen Teil aus Dimedonkristallen besteht und das Form- 
aldomedon enthalt, wird bei 40°C mit 3cem 10proz. K,CO,-Lésung 
aufgenommen und diese mit konzentrierter H,PO, schwach iiber-. 
neutralisiert. 

Diese geringe Fliissigkeitsmenge, welche das gesamte Form- 
aldomedon aus einem Versuch enthalt, kommt nun zum Zwecke der 
Reindarstellung zur Mikrodestillation. Nach Newberg geht Acetaldehyd 
schon beim Kochen mit Wasser aus der Dimedonbindung frei, Form- 
aldehyd geht, wie wir uns tiberzeugten, erst bei héherer Temperatur 
aus kleinen Fliissigkeitsmengen iiber. Wir verwenden fiir die wenigen 
Kubikzentimeter Lésung Mikrodestillationskélbchen und Mikro- 
vorlagen (Abb. 3), die jedesmal frisch geblasen werden. Das Kélbchen 
wird bei 200°C im Sandbad erhitzt, die Vorlage mit konzentrierter 
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Dimedonlésung beschickt und durch einen stindig tiberrieselnden 
Wasserstrahl gekiihlt. Der Vorteil dieser Anordnung liegt vor anderen 
yebrauchlichen Mikrodestillationsmodellen in der Méglichkeit, einen 
leicht fliichtigen Stoff, wie Formaldehyd, durch Verbesserung der 
Kiihlung und Anwendung des Prinzips einer Waschflasche leicht und 
volistandig an das vorgelegte Reagens binden zu kénnen. 


Wahrend der Destillation schon tritt in der Vorlage eine Triibung 
(s. 8S. 365) ein, und bald beginnen die weiBen Flocken des Form- 
aldomedon auszufallen. Die mikroskopische Priifung zeigt die fiir 
das erwartete Produkt charakteristischen langen, geraden Nadeln 
‘Abb. 4a). Das Réhrchen wird 24 Stunden unter Zusatz von Kochsalz 
zum vollstandigen Ausfallen des Niederschlages stehengelassen. Eine 


annahernd genaue, rasche Schatzung der ausgefallenen Mengen 
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Abb. 4. 


a) Formaldomedon, 60 mal vergréfBert. 
b) Formaldomedon bei 135 bis 140° umgelagert, 60 mal vergréfert. 
c) Acetaldomedon, 60 mal vergréfert. 
d) Anhydrid des Acetaldomedon, bei 140 bis 150° umgelagert, 


60 mal vergréfert. 
’ 


wurde durch Vergleich mit Destillaten eingewogener Mengen reinen 
Formaldomedons in steigender Reihe von 1 bis 15 mg in gleichen 
Vorlagen durchgefiihrt. 


Das endgiiltige Kriterium zur Identifizierung des Formaldomedons 
bot uns die Mikroschmelzpunktsbestimmung, welche mittels eines 
eigens konstruierten Apparates durchgefiihrt wird (s. 8. 379, Anm. 1). 


Der Niederschlag enthalt neben Formaldomedon aber auch geringe 
Mengen von bei der Atmung abgefangenen Acetaldehyd in Form von 
Acetaldomedon (Abb. 4c). Dieses wiirde den Schmelzpunkt herab- 
driicken und die Bestimmung unscharf machen. Wir kénnen dieses 
Produkt auf zwei Arten eliminieren. Der erste Weg ist der, den Nieder- 
schlag unmittelbar nach der Destillation abzuzentrifugieren und zu 
waschen. Dabei mu8 man zwar auf den spiter noch fallenden Teil 
von Formaldomedon verzichten, hat aber das viel langsamer fallende 











SS PS ae ee See 





i oe eee 


Ce take a wee 


RRS aE tn a Oe 





Se oe et ae 





neateepeimemiadaammteetes 





378 G. Klein u. O. Werner: 


Acetaldomedon nicht mit im Niederschlag. Die zweite Méglichkei; 
beruht auf Trennung der beiden Aldomedone auf Grund der Sodaun|is. 
lichkeit des Anhydrids vom Acetaldomedon. Die hierzu von Volkholz! 
ausgearbeitete Makromethode wurde von uns fiir Mikrozwecke mx. 
fiziert. Der gesamte abzentrifugierte Niederschlag wird mit so y;\ 
40proz. H,SO, versetzt, daB er sich lést; bei den hier in Betracty 
kommenden Mengen sind das héchstens 4cem. Die Lésung wi: 
24 Stunden stehengelassen und dann mit Wasser auf 50 ccm verdiinn: 
Der nach mehreren Stunden ausgefallene Niederschlag wird abzentri. 
fugiert, gewaschen und in einigen Kubikzentimetern 2 proz. Sodalésun, 
gelést. Hierbei bleibt meist nur ein kleiner Teil, welcher sich bei de 
Schmelzpunktsbestimmung als Anhydrid des Acetaldomedons erweist 
ungelést, manchmal bleibt tiberhaupt kein ungelister Riickstand, wa, 
durch die gréBere Wasserlislichkeit des Anhydrids von Acetaldomedo: 
in Verbindung mit der Kleinheit der durch nur achtstiindige Atmungs. 
tatigkeit entstandenen Menge bedingt ist. Das Anhydrid wurde in diesen 
Falle also schon bei der vorhergehenden Operation beseitigt. Da: 
Formaldomedon wird aus der Sodalésung durch Neutralisieren mit 
Salzsdure ausgefallt und dann zentrifugiert. 


Bei der nun tolgenden Mikroschmelzpunktsbestimmung ist es be- 
sonders wichtig, ein vollstindig reines, staub- und faserfreies Priipara' 
zu verwenden. Nun ist ein solches bei der Isolierung von sehr kleine: 
Mengen auf nassem Wege schwer zu erhalten. Deshalb benutzten wi: 
zur weiteren Reinigung des Produktes seine Sublimationsfahigkeit i: 
dem von uns eingefiihrten Apparat zur Sublimation unter verminderten 
Drucke bei Kiihlung der Vorlage?). 


Das auf einem der beiden Wege erhaltene Produkt wird mit Hilf 
einer Kapillare im Kupferschilchen des Apparates gesammelt und be: 
40° C getrocknet. Die Steighéhe der Dimpfe soll 3 bis 4 mm betragen 
Ansonsten erfolgt die Sublimation in der Weise, wie in der zitierte: 
Arbeit beschrieben wurde. Die Sublimationstemperaturen fiir die in 
Betracht kommenden Kérper sind: Dimedon 90 bis 100°, Acetaldo- 
medon 110 bis 120°, Anhydrid desselben 130 bis 140°, Formaldomedo: 
120 bis 150°C. Es fallt also leicht, durch kurzes Erhitzen gegen 120! 


bei fraktionierter Sublimation unter ganz geringen Verlusten die letzte: 


Spuren der zwei ersten Koérper zu beseitigen. Die Anwesenheit diese: 


kommt aber nur bei dem auf die erste Art erhaltenen Produkt in Be- 


tracht. Das rein weiBe Formaldomedonsublimat wird im evakuierte: 
H,S0O,-Exsikkator mindestens einen Tag lang getrocknet und dani 


1) Vorldnder, 1.c. Joh. Volksholz, 1. c. 
2) G. Klein und O. Werner, Zeitschr. f. physiol. Chem. 148, 141, 1925 
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zur Schmelzpunktsbestimmung gebracht. Diese wird nach den an 
rener Substanz gewonnenen Erfahrungen durchgefiihrt '). 


Das Deckglas mit dem Sublimat kommt mit der Substanz nach 
oben auf einen Objekttrager zu liegen und wird mit einem zweiten 
Deckglas bedeckt. Hierauf wird das Priaparat eingestellt und langsam 
angeheizt. Bis gegen 140° volizieht sich eine vollstandige Umlagerung 
des feinkristallinischen Sublimats in gréBere Kristalle, welche auf dem 
oberen Deckglas haften. Diese sind fiir Formaldomedon ganz charak- 
teristisch und sind in Abb. 4b dargestellt. Es ist nun vorteilhaft, den 
Objekttriger abzunehmen, auskiihlen zu lassen und das Priparat 
nochmals zu trocknen, da sonst das Wasser, welches schwer abstreichen 
kann, die Schmelzpunktsbestimmung stért. Nach abermaligem Trocknen 
gibt die Substanz den scharfen Schmelzpunkt und Mischschmelz- 
punkt 187°. 

Damit ist das Formaldomedon eindeutig als solches bestimmt. 
Es sei hier gleich betont, daB sich mit dem Apparat auch die Schmelz- 
punkte von Dimedon, Acetaldomedon und dem Anhydrid des letzteren 
eindeutig bestimmen lassen. Dieses zeigt Umlagerung in ganz andere 
Formen als das Formaldomedon (Abb. 4d) und den scharfen Schmelz- 
punkt 173°. Seine Bestimmung kommt beim Trennungsgang in Betracht. 
Die Identifizierung des Acetaldomedons ist besonders fiir die physio- 
logischen Kontrollversuche wichtig, die weiter unten beschrieben werden. 
Dieses Produkt zeigt vor dem Schmelzen geringe Umlagerungstendenz 
und schmilzt bei 139°. Langsames Erhitzen ist besonders vor dem zu 
erwartenden Schmelzen in allen Fillen geboten. Die richtige Hand- 
habung der Mikroschmelzpunktsbestimmung erfordert einige Er- 
fahrung, wie ja auch die Makroschmelzpunktsbestimmung nie scha- 
blonenmaBig durchgyefiihrt werden arf. 

Die Aufarbeitung der Landpflanzen sowohl wie auch der ab- 
gepreBten Pflanzensubstanz der Wasserpflanzen fiihren wir folgender- 
maBen durch: Die Pflanzen werden mit 1 g Bleiacetat und 3 g Barium- 
hydroxyd verrieben, so daB die Reaktion des Gereibsels eine stark 
alkalische ist. Dann wird mit Wasser auf 100 ccm aufgefiillt und nach 
24stiindigem Stehen filtriert. Das gelbbraune Filtrat wird mit HC! 
angesiuert und mit dem entstandenen Niederschlag ausgeschiittelt. 
Der dabei entstehende voluminése Schaum scheidet sich nach langerer 
Zeit erst, schneller bei Behandlung im Vakuum in einer Zwischen- 
schicht ab. Oder wir versetzen den Bariumhydroxydextrakt mit dialy- 
sierter kolloidaler Eisenhydroxydlésung, lassen tiber Nacht stehen, 


1) Der Schmelzpunktsbestimmungsapparat ist nach unseren Angaben 
in doppelter Ausfiihrung bei den Optischen Werken Reichert (Wien) 
konstruiert und wird an anderem Ort ausfiihrlich beschrieben. 


Biochemische Zeitschrift Band 168. 25 











Stile ak ak ae 


-. 
har 








eee om 


380 G. Klein u. O. Werner: 


filtrieren und schiitteln die ganz klare, fast farblose Lésung nach A). 
siuern aus. Die Weiterbehandlung des klaren Petrolithers, sow ie 
Isolierung und Bestimmung des Produktes erfolgt wie im vorher «)- 
gegebenen Gange. 


Von den Kontroliversuchen ist die Nahrlésung beim Dunkel. 
versuch ebenso zusammengesetzt wie beim normalen Assimilations. 
versuch. Auch die Aufarbeitung ist genau dieselbe wie bei diesem 
Es laBt sich nur Acetaldehyd nachweisen, und zwar in um so gréBerer 
Menge, je linger der Versuch lauft. 


Die Anordnung beim CO,-freien Versuch soll die Abb. 3 erliutern. 
Die Pflanzen befinden sich zuerst in ausgekochtem Leitungswasser 
und werden in diesem 6 Stunden unter KalilaugenabschluB belichtet, 
um die noch vorhandene CQ, durch Assimilation zu beseitigen. Hierauf 
wird so viel ausgekochte Dimedonlésung zur Nihrlésung gelassen, da} 
ihre Konzentration 1 : 1000 wird, und 8 Stunden belichtet. Auch hier 
laBt sich in der Hauptsache nur Acetaldomedon isolieren, es treten 
aber auch kaum nachweisbare Spuren von Formaldomedon auf, deren 
Entstehung nur auf Kohlensaure aus der Dimedonlésung und besonders 
neu gebildete Atmungskohlensaure zuriickgefiihrt werden kann. 


Was die Aufstellung der Versuche mit Landpflanzen betrifft, so 
ist bloB die Wahl der GefaBe so zu treffen, daB die Assimilationsorgane 
méglichst vollstandig dem Lichte exponiert werden kénnen.  Tro- 
paeolumblatter werden zu drei bis vier in kleine Glischen gestellt und 
serienweise belichtet, soviel eben ohne gegenseitige Beschattung unter 
der Kiihlvorrichtung Platz haben. Zea Mais-blatter stellten wir im Kreise 
in einem héheren zylindrischen GefaB auf. Equisetumsprosse wurden 
in dichter, einfacher Reihe in einer Kiivette angeordnet. Die Belichtungs- 
dauer bei diesen Objekten ist mit 8 bis 12 Stunden zu wihlen. 


Sempervivum- und Echeveriablitter werden an der Pflanze in- 
jiziert und diese mit dem Blumentopf unter die Kiihlvorrichtung 
gestellt. Die Belichtungszeit kann man hier bis auf 48 Stunden aus- 
dehnen. 


Wurde Sulfit als Abfangmittel verwendet, dann wurde bei Wasser- 
pflanzen die angesiuerte Niahrlésung, bei Landpflanzen das fein- 
zerhackte Pflanzenmaterial, mit angesiuertem Wasser versetzt, der 
Makrodestillation unterworfen. Zu beachten ist, das mindestens 
eine Stunde unter Einschaltung eines kurzen Aufsatzrohres (verlingerte 
Steighéhe der Dimpfe etwa 1 dm) destilliert wird. Die lange Destilla- 
tionsdauer wird durch die schwere Formaldomedonabspaltung in gréBeren 
Wassermengen bedingt, die Zwischenschaltung eines Aufsatzrohres ist 
zur méglichsten Zuriickhaltung des mitdestillierenden Wassers ndotig. 
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\ufyefangen wird in Dimedon. Auf gute Kiihlung ist unbedingt Wert 
mu legen. Am besten ist die Verwendung eines ,,Energiekiihlers*. Das 
Destillat wird in gewohnter Weise sauer ausgeschiittelt und weiter- 
hehandelt. 

Bei den Versuchen mit Zuckerfiitterung wurde die Glucose ent- 
weder gleichzeitig mit Dimedon etwa eine Viertelstunde vor Versuchs- 
beginn zugegeben oder 1 bis 2 Stunden vor dem Dimedonzusatz und 
der Belichtung. 

Im ersten Falle werden die erhaltenen Formaldomedonmengen 
vrober als im zweiten. 

Bei den Narkoseversuchen wurde Phenylurethan gewoéhnlich 
| Stunde vor Versuchsbeginn, HCN (berechnete optimale Menge nach 
Warburg fiir py = 9) 10 Minuten vor Versuchsbeginn gleichzeitig mit 
dem Dimedon gegeben. Die hemmenden Sulfitmengen muBten erst 
erprobt werden und bewegen sich entsprechend der vorhergehenden 
Kinwirkungsdauer zwischen 0,01 bis 0,0005 Proz.*). 

Die Aufarbeitung dieser Versuche bedurfte nur beim Phenyl- 
urethan einiger Abinderungen. Dieses geht bei unserem Gange in 
den Petrolather mit und destilliert bei der Mikrodestillation zum groBen 
Teil mit iiber in die Vorlage. Auf Grund seiner Wasserlésbarkeit labt 
es sich aber wie das Dimedon zum gréBten Teil auswaschen. Den 
iibrigbleibenden Riickstand sublimieren wir fraktioniert. Da der 
Schmelzpunkt des Phenylurethans bei 51° liegt, laBt es sich leicht 
durch langeres Halten bei 60° ganz entfernen. Dann fraktionieren 
wir zwischen 110 und 130° wie itiblich. 


Zusammenfassung. 

Es wurde versucht, auf analytisch-physiologischem Wege Form- 
aldehyd als Zwischenprodukt bei der Kohlensiiureassimilation der 
grinmen Pflanze eindeutig zu charakterisieren. 

Hierzu wurde unter Benutzung des Newbergschen Abfangverfahrens 
eine Methode ausgearbeitet, Formaldehyd in der intakten Pflanze ab- 
zufangen und anzureichern, die geringen Mengen des erhaltenen Pro- 
duktes rein kristallisiert darzustellen und eindeutig zu identifizieren. 

Unter optimalen Versuchsbedingungen konnte bei voller Assi- 
milation regelmaBig Formaldehyd gegriffen werden. 

Die erhaltenen Mengen stellen unter den méglichen Bedingungen 
fiir diesen ProzeB gute Ausbeuten dar. Da der Nachweis von Form- 


') Nach Abschlu8 des Manuskripts fanden wir bei Noack (Zeitschr. f. 
Bot. 17, 481, 1925) fast identische Werte angegeben. 
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aldehyd im assimilierenden Blatte fiir die Zwischenproduktsnatur oct 
nicht beweisend ist, wurden erst alle Méglichkeiten einer Entstehuny 
auf anderem Wege untersucht. 


Verunreinigungen auf analytischem Wege waren ausgeschaltet 


Entstehung von Formaldehyd aus anderen Stoffen bei der Destij. 
lation wurde unmdglich gemacht. 

Photolyse von Zuckern oder organischen Sauren in der Pflang 
kommt nicht in Betracht. Versuche mit diesen Stoffen in vitro, in vivo 
in farblosem und griinem Gereibsel und in der intakten assimilierendey 
Pflanze unter Ausschaltung des Assimilationsmechanismus warey 
einheitlich negativ. Auch eine photolytische Abspaltung von Form. 
aldehyd aus Chlorophyll konnte unter den Assimilationsbedingungen 
nicht gefunden werden. Blattgereibsel und Chlorophyllextrakte ergaber 
nie auch nur Spuren von Formaldehyd. 


Das physiologisch einengende Experiment erbrachte den volley 
Beweis fiir den Zwischenstufencharakter des Formaldehyds bei der 
Assimilation. 

Nur bei voller, normaler Assimilation treten greifbare Mengen von 
Formaldehyd auf. Im Dunkelversuch tritt nur Acetaldehyd als Atmungs. 
produkt auf. 

Im ,,kohlensaurefreien‘’ Versuch wird fast nur Acetaldehyd neben 
geringen Mengen von Formaldehyd (aus der Atmungskohlensiure) 
gefunden. 

Chlorophylifreies Gewebe verschiedenster Herkunft gibt unter 
Assimilationsbedingungen nie Formaldehyd. 


Bei schwacher oder irgendwie geschwichter Assimilation ist Form. 
aldehyd nicht greifbar. Bei gleichzeitiger Glucosefiitterung tritt neben 
gesteigerter Bildung von Atmungsaldehyd auch reichlicher (etwa um 
ein Drittel mehr) Formaldehyd auf, was aus einem langsameren Verlauf 
der Assimilationskette und gréBerer Abfangméglichkeit erklairt wird. 

Bei gréBeren Dimedonmengen tritt volle Narkosewirkung ein: 
dementsprechend ist nur Acetaldehyd, nicht Formaldehyd greifbar. 

Narkose mit Phenylurethan hemmt die Formaldehydbildung véllig, 
der Atmungsaldehyd ist greifbar. Bei Blausiurewirkung tritt keine 
Spur von Formaldehyd, wohl aber Acetaldehyd auf. 


Schweflige Siure hemmt Assimilation und Atmung vollstandig, 


ein Zwischenprodukt konnte nicht gegriffen werden. 
Das Ausbleiben der Formaldehydbildung bei Sistierung des Assi- 


milationsmechanismus unter vollen Assimilationsbedingungen beweist di 
Rolle des Formaldehyds als Zwischenstufe bei der Assimilation. 








Versuchstabellen. 
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Formaldehyd 


als Zwischenprodukt bei der CO,-Assimilation. 


Tabelle III. 
Vom 3. bis 10. VII. 1924. 
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|flanzenmaterial 


Elodea 
canadensis. . 


dasselbe 
dasselbe 


dasselbe 
dasselbe 


dasselbe 
Beta vulgaris 
Riibe 
Impatiens 
parviflora 
( Stengelmark) 
dasselbe 
dasselbe 
dasselbe 


Elodea .... 
Triticum (ganze 
Pflanzchen) . 
Echeveria 
glauca. . 
Cryptomeria 
japonica(junge 
Sprosse).. . 


Hippuris vulg. 
(Luftsprosse) 
Eupatorium sp. 
Selaginella sp. . 


Tropaeolum 
maius, Blatter 


Zea mays... 


Sempervoum 


tectorum 


Elodea 
canadensis. . 


dasselbe 


m= Menge 
Belichtungs- 
__ dauer 


Belichtunge-| 2 
i 
| § 
& 


10 8h 50000 
dunke! 
50 000 
50 000 
50 000 
50 000 


10 8 
10 8 


10 8 
10 8 


10 8 


50 000 


dunkel 


Abfang- 3 


mittel | 


enen 


Schmelz- 
punkt 


3 
B 
Men 
erhalte 
Produktes 


= 
4 
8 . 
é 


°C 


187 


139 


139 
(Spur 189°) 


Nahrlosung ohne 
Pflanzen sofort auf- 
gearbeitet 


dasselbe 
dasselbe ohne CO, 


Gereibse! 


Gereibsel + Hz Oz, 
1 proz. 


Gereibsel 
+ Hy Os, 0,1 proz 


grob zerkleinert 


dasselbe 
dasselbe 
+ 1 Proz. Glucose 


+ 1 Proz. Bernstein- 
siure + 1 Proz. 
Alanin 


Gereibse! 

Gereibse! 

Gereibsel 

durch die Schnitt 
flache 


n Dimedon 
aufsaugen gelassen 


dasselbe 
dasselbe 


_ dasselbe 


durch Blattstiele 

| Dimedon aufsau 
gen gelassen 

| dasselbe 


Dimedon 
|) NaCl 
| imjiziert 


+ 0,1 proz. 
in Blatter 


kein Produkt greifbar 


nur Atmung 
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Neparngrinsiiure 


i'ber den Einflu6 von Formaldehyd auf die Alkaloidsynthese 
von Lupinus luteus L. 


Von 


Th. Sabalitsehka und C. Jungermann. 


(Eingegangen am 2. Dezember 1925.) 


Um zur Aufklirung des Auf- und Abbaues der Alkaloide in den 
Pflanzen beizutragen, studierten wir die Verinderung des absoluten 
und prozentualen Alkaloidgehalts der einzelnen Teile der Lupine’) 
wihrend der ganzen Vegetation und der Strychnospflanze wahrend 
der ersten sieben Monate?); ferner priiften wir den EinfluB des Lichtes 
auf den Alkaloidgehalt der Lupine*) und die Méglichkeit der Diffusion 
von Alkaloid aus alkaloidhaltigen Samen in das Keimbeet wahrend 
der Keimung *); schon friiher hatten Th. Sabalitschka und M. W. Zaher®) 
die Einwirkung des arteigenen Alkaloids auf die keimenden Samen 
von Alkaloidpflanzen untersucht. In Fortsetzung unserer Versuche 
priiften wir auch den EinfluB des Formaldehyds auf die Alkaloid- 
produktion der Lupine, da der Formalehyd wiederholt als ein Baustoff 
der Alkaloide angesprochen wurde. 

Die Bedeutung des Formaldehyds fiir die pflanzliche Alkaloid- 
synthese betonte besonders A. Pictet*). Nach diesem Forscher besteht kein 
Grund zu der Annahme, daB sich der als Zwischenprodukt bei der pflanz- 
lichen Kohlenstoffassimilation auftretende Formaldehyd ausschlieBlich 
mit sich selbst zu kondensieren vermag; seine groBe Reaktionsfaihigkeit 
berechtigt im Gegenteil zu der Vermutung, daB er auf alle neben ihm in 
den Pflanzengeweben vorhandenen und ebenfalls reaktionsfahigen Ver- 
bindungen mit groBer Begierde einwirken und mit ihnen unter Wasser- 
abspaltung mannigfaltige Kondensationsprodukte liefern wird. 


1) Th. Sabalitschka und C. Jungermann, diese Zeitschr. 168, 445, 1925. 

*) Dieselben, ebendaselbst 167, 479, 1926. 

3) Dieselben, ebendaselbst 164, 279, 1925. 

*) Dieselben, Pharm. Zentralh. 66, 474 und 501, 1925. 

5) Pharm. Monatsh. 4, 172, 1923. 

*) Arch. d. Pharm. 244, 389, 1906. A. Pictet in Fr. Ullmanns Enzy- 
klopadie der technischen Chemie 1, 236, ,,Entstehung der Alkaloide in den 
Pflanzen‘. Berlin 1915. 
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388 Th. Sabalitsechka u. C. Jungermann: 


Sind o-dihydroxylierte Verbindungen zugegen, so erfolgt eine Reakt 
nach der Gleichung 


OH OH O 
R + CH, = RC CH, + 2H,O 
OH OH 0 
unter Bildung der Methylendioxygruppe, die im Molekiil nicht nur de; 
Alkaloide, sondern vieler anderer Pflanzenstoffe so haufig vorkommt 
In Gegenwart monohydroxylierter Verbindungen sowie primarer ode; 
sekundarer Basen oder ihrer Salze findet ebenfalls Kondensation statt 
diese fiihrt aber, unter gleichzeitiger Entbindung von Sauerstoff ode; 
Kohlendioxyd, zur Bildung von Methylderivaten : 


R—OH + CH,O = R—OCH, + 0, 


wobei A. Pictet eine Erleichterung der Sauerstoffabspaltung durch pflanz 

liche Reduktasen vermutet, oder 

R — NH, + CH(OH), = R— NH—CH,OH + H,O, 

3R— NH-—-CH,OH = 2R— NH—CH, + R— NH—COOH + H,0, 
R—NH— COOH = R~--NH, + CO,. 

Derartige Methylierungen wurden ja wiederholt ausgefiihrt. 

A. Pictet sieht aber in dem Formaldehyd nicht nur das methylierend 
wirkende Agens in den Pflanzen und erklart so das ausschlieBliche Vor 
kommen des Methylradikals in den Alkaloiden, sondern nimmt auch an, 
daB der Formaldehyd das erforderliche Kohlenstoffatom liefert, um Pyrrol- 
derivate in Pyridinderivate umzuwandeln. Diese Anschauung der 
Alkaloidbildung durch Kondensationsreaktionen oder Kernsynthesen des 
Formaldehyds direkt oder weiter auch des durch Umwandlung des Form. 
aldehyds im Sinne der Cannizzaroschen Reaktion entstandenen Methy!- 
alkohols fand die volle oder teilweise Zustimmung anderer, so von Winter- 
stein und Trier) und von R. Woljffenstein®). Auch J.Gadamer*) halt einen 
Zweifel daran, daB bei der Alkaloidsynthese Methylierung durch Methy! 
alkohol oder Formaldehyd stattfindet, nicht méglich. Es gehen aber die 
Ansichten von A. Pictet und J.Gadamer iiber die physiologische Bedeutung 
der Alkaloidsynthese .durch Formaldehyd auseinander; wahrend Picte 
darin eine absichtliche EntgiftungsmaBnahme der Pflanzen von schadlichen 
Endprodukten des eigenen Stoffwechsels sieht, ist J. Gadamer*) der Ansicht, 
daB die Methylierung keineswegs zu diesem Zwecke von den Pflanzen 
bewirkt wird, sondern im Gegenteil sich zum ékonomischen Nachteil der 
Pflanze einfach deshalb vollzieht, weil miteinander zur Reaktion befahigte 
Korperklassen zufallig gleichzeitig vorhanden sind. Demnach sind die 
Alkaloide nach J.Gadamer gewissermaBen Verlegenheitsprodukte des 
Aufbaues und nicht Entgiftungsprodukte des Abbaues, wie Pictet annalun. 

Es war O. Baudisch und E. Mayer") experimentell gelungen, auBerhal! 
des Pflanzenkérpers durch Belichtung einer Lésung von Kaliumnitrit uni 


1) Winterstein und Trier, Die Alkaloide. Berlin 1910. 

2) R. Woljfenstein, Pflanzenalkaloide, 8.7. Berlin 1922. 

3) Ber. d deutsch. pharm. Ges. 24, 42, 1914. 

*) J.Gadamer, ,,Die Alkaloide** in H. Thoms, Handb. d. prakt. u. 
wissensch. Pharm. 2, 737, Berlin 1925. 

5) Ber. 46, 115, 1913. 
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Einflu8 von Formaldehyd auf die Alkaloidsynthese usw. 389 


Formaldehyd tiber die Zwischenprodukte Formhydroxamséure und Methyl- 
amin eine alkaloidihnliche Substanz zu gewinnen, die wahrscheinlich, 
wenn @uch nicht sicher, den Pyridinring, doch jedenfalls den Pyrrol- 
bzw. Pyrrolidinring enthielt. Diese Substanz, eine dlartige, nach Nicotin 
riechende Fliissigkeit, wirkte beim physiologischen Versuch am Frosch 
wie Nicotin, ohne da8B die Forscher sie tatsichlich als Nicotin ansprechen 
wollen. 


Nach alledem lag die Méglichkeit eines Einflusses des Formaldehyds 
auf die Alkaloidsynthese nahe; ferner war es dem einen von uns 
(Th. Sabalitschka')} zum Teil gemeinsam mit Riesenberg und Weidling 
gelungen, bei kiinstlicher Formaldehydzufuhr eine Verwertung des- 
selben zur Synthese héherer Kohlenhydrate durch die Pflanze fest- 
zustellen; daher erschienen auch Versuche iiber die Beziehung des 
Formaldehyds zur Alkaloidsynthese angezeigt. Wir behandelten 
Keimlinge und junge Pflanzen der Lupine mit einer Formaldehyd- 
atmosphare und priiften, ob dadurch eine Verainderung des Alkaloid- 
gehalts gegentiber gleichaltrigen, normalen Keimlingen oder Pflinzchen 
bewirkt wird. 

Lupinensamen wurden im Hellen und Dunkeln in einer Form- 
aldehydatmosphire zum Keimen gebracht und 14 Tage nach der Aus- 
saat die Pflanzen und ihre Teile auf ihren Alkaloidgehalt gepriift. In 
der Tabelle I sind die dabei gefundenen Alkaloidgehalte jenen, welche 
bei gleichaltrigen, unter normalen Verhiltnissen im Licht gekeimten 
Pflanzchen erhalten waren, gegeniibergestellt; itiber die Untersuchung 
der normalen Keimlinge ist hier schon berichte t ?). 


Tabelie I. 





Keimung im Hellen Keimung im Hellen — im Dunkeln 
ol 


Pflenzenteil ohne Formaldehyd mit Formaldehyd mit Formaldehyd 
Berechnet auf 100 Pflanzen wurden Gramm Alkaloid gefunden: 
0,0109 0,0091 - 
Hypokotyl. .. . 0,0219 0,0206 0,0172 
Keimblatter . . . 0,0430 0.0314 0,0400 
(+ SproB) 
Wurzel 0,0104 0,0074 0,0071 


Ganze Pflanzen . 0.0862 0.0682 0,0643 


Berechnet auf Trockengewicht der ganzen Pflanzen wurden 
Prozent Alkaloid gefunden: 


0,60 0,54 | 1,02 


') Ber. d. deutsch. pharm. Ges. 32, 278, 1922; Zeitschr. f. angew. 
Chem. 85, 684, 1922; Pharm. Monatsh. 4, 169, 1923; diese Zeitschr. 144, 
545, 1924; Weidling, Dissertation, Berlin 1925. 

2) Th Sabalitschka und C Jungermann, diese Zeitschr. 168, 451, 1925. 
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Die benutzten Lupinensamen enthielten urspriinglich in L00 Same, 
0,1063 g Alkaloid oder 0,77 Proz. Wie bei den normalen Keimlingey 
trat auch hier eine Verminderung der absoluten Alkaloidmenge «er 
ganzen Pflanze ein; wihrend sie bei normalen Keimlingen ungefiby 
20 Proz. betrug, entsprach sie hier ungefahr 40 Proz. des urspriinglic| 
vorhandenen Alkaloids. Zwischen den im Hellen und Dunkeln ge. 
keimten Pflanzchen ist kaum ein Unterschied in der Verminderuny 
auch enthalten bei beiden die Keimblatter und die iiber diesen stehende; 
Sprosse zusammen fast gleiche Alkaloidmengen, nimlich die Hell. 
keimlinge 0,0405g, die Dunkelkeimlinge 0,0400g¢; die Keimblitte; 
und Sprosse der normalen Keimlinge enthielten dagegen 0,0539, 
Alkaloid. Auch in dem absoluten Alkaloidgehalt der iibrigen Teij 
bestanden zwischen den Hell- und Dunkelkeimlingen nur gering 
Unterschiede. 

Die Dunkelkeimlinge enthalten, berechnet auf Prozente de: 
Trockengewichts, fast doppelt soviel Alkaloid als die Hellkeimlinge. 
dies findet eine Erklarung darin, daB die tibrige Substanz der letztere; 
durch die Etiolierung auf die Hialfte reduziert ist; 100 Hellkeimling 
gaben 12,6g Trockengewicht, 100 Dunkelkeimlinge nur 6,3 g, als 
gerade die Hilfte. Da aber in beiden Keimlingen ungefahr dieselly 
absolute Alkaloidmenge vorhanden ist, muB der prozentuale Alkaloid. 
gehalt der Dunkelkeimlinge das Doppelte des Gehalts der Hellkeimling: 
ausmachen. Bei den mit Formaldehyd im Hellen behandelten Keim. 
lingen blieb der prozentuale Alkaloidgehalt um ein Zehntel hinter den 
Gehalt der normalen Keimlinge zuriick; er betrug bei den normale: 
0,060 Proz., hier 0,054 Proz., wobei noch zu beriicksichtigen ist, dat 
auch das Trockengewicht hier geringer war als bei normalen Keim. 
lingen; bei normalen gaben 100 Pflanzen 14,5¢ Trockengewicht, be: 
den mit Formaldehyd im Hellen behandelten ergaben 100 Pflanze: 
12,6 g Trockengewicht. 

Wie der Formaldehyd die Trockensubstanz im Hellen herabsetzt 
und diese Herabsetzung im Dunkeln noch starker war, so waren auch 
auBerlich Schadigungen der Keimlinge zu beobachten, und zwar wieder 
im Dunkeln stairker als im Hellen; besonders litt die Wurzel, deren 
Ausbildung bei den im Hellen mit Formaldehyd behandelten Pflanzen 
wenig, bei den im Dunkeln mit Formaldehyd behandelten Pflanzen 
erheblich hinter der Ausbildung der Wurzel normaler Keimlinge zuriick. 
blieb. Dies kommt deutlich bei einem Vergleich des absoluten uni 
prozentualen Alkaloidgehalts der Wurzeln zum Ausdruck. 100 Wurzeln 
enthielten bei normalen Keimlingen 0,0104g Alkaloid, bei im Licht 
mit Formaldehyd behandelten Keimlingen 0,0071 g Alkaloid und be: 
im Dunkeln mit Formaldehyd behandelten Keimlingen 0,007] ¢ 
Alkaloid; beide mit Formaldehyd behandelten Wurzeln enthalten 
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somit gleiche absolute Alkaloidmengen, aber rund '/, weniger 
als normale Wurzeln. Bei Berechnung des Alkaloidgehalts auf Prozente 
der Trockensubstanz erhalten wir 0,4, 0,32 und 1,2 Proz. Die Ver- 
minderung des prozentualen Alkaloidgehalts entspricht bei den im 
Licht mit Formaldehyd behandelten Pflanzen ungefaihr der Ver- 
minderung ihres absoluten Gehalts; bei den im Dunkeln mit Form- 
aldehyd behandelten Keimlingen steigt der prozentuale Gehalt aber 
infolge der schwiacheren Entwicklung der Wurzel auf 1,2 Proz.; es 
bestehen hier gleiche Verhaltnisse, wie oben in dem Verhalten des 
absoluten und prozentualen Alkaloidgehalts der einerseits im Hellen, 
andererseits im Dunkeln mit Formaldehyd behandelten ganzen Pflanzen. 


Weiter setzten wir 3 Wochen alte Keimlinge der Lupine im Hellen 
der Formaldehydatmosphire aus und ermittelten hierauf den Alkaloid- 
gehalt der ganzen Pflanzen und ihrer Teile. In der Tabelle II sind die 
gefundenen Alkaloidgehalte den bei gleichaltrigen, normal gekeimten 
Pflanzen erhaltenen gegeniibergestellt; iiber die Untersuchung der 
letzteren ist hier schon berichtet?). 


Tabelle 11. 





Absoluter Alkaloidgehalt Prozentualer Alkaloidgehalt 
in 100 Pflanzen in der Trockensubstanz 


| 
Pflanzenteil 


; “obne mit ohne mit 
Formaldehyd- Formaldehyd- Formaldehyd- Formaldeh yds 
heh al ry heh Al ry heh Al 2 behandlung 

8 8 Proz. Proz. 








Blatter .... 0,0693 0,0830 1,57 1,48 
es &: @. 2 0,0457 0,0425 1,02 1,04 
Keimblatter . . . 0,0272 0,0245 0,93 0,81 
| 0,0098 0,0035' 0,29 0,14 


Ganze Pflanzen . 0,1520 0.1535 1,00 1,01 


Sowohl der absclute wie der prozentuale Alkaloidgehalt der 
normalen und der mit Formaldehyd behandelten Pflanzen stimmt 
fast vollkommen iiberein, wenn auch in den Gehalten der einzelnen 
Teile geringe Unterschiede bestehen. Das Ubereinstimmen des abso- 
luten und prozentualen Alkaloidgehalts der ganzen Pflanzen ist des- 
halb méglich, da die jeweils von 100 Pflanzen erhaltene Gesamttrocken- 
substanz zufiallig genau dieselbe war. Entgegengesetzt verhilt sich 
der absolute und prozentuale Alkaloidgehalt der beiden Blatter; dies 
ist darauf zuriickzufiihren, daB die Blatter der mit Formaldehyd be- 
handelten Pflanzen mehr Trockensubstanz lieferten als die normalen 
Pflanzen ; die Blatter der ersteren gaben 5,6 g, die der letzteren nur 4,4 g 


') Diese Zeitschr. 168, 452, 1925. 
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Trockensubstanz fiir 100 Pflanzen. Daher kann man wohl nicht ay 
eine Anreicherung des Alkaloidgehalts in den Blittern durch dey 
Formaldehyd schlieBen; es ist ja auch der prozentuale Alkaloidgeha; 
der Blatter bei den mit Formaldehyd behandelten Pflanzen soyar 
niedriger. Deutlich weniger Alkaloid, sowohl absolut wie prozentual, 
enthielten die Wurzeln der mit Formaldehyd behandelten Pflanzen: 
die fiir Stengel und Keimblatter gefundenen Alkaloidmengen sind 
nicht wesentlich verschieden. Es hat den Anschein, als ob auch hier 
eine Schadigung der Wurzel durch den Formaldehyd eingetreten sei, 
da hier von 100 Pflanzen nur 2,5 g Wurzeltrockensubstanz erhalten 
wurde, wahrend friiher normale Pflanzen 3,4 ¢ Wurzeltrockensubstanz 
gegeben hatten. 


Die Formaldehydkonzentration der Atmosphare entsprach dem 
Partialdruck einer 0,5proz. Formaldehydlésung; die aus einer solchen 
Lésung in die Luft iibergehenden Formaldehydmengen sind sehr gering, 
da nach F. Auerbach und H. Barschall') der mit einer Lésung von 8 ¢ 
Formaldehyd in 100 ccm Wasser bei 18° gesiittigte Dampf in 1 cbm 
nur 0,28 g Formaldehyd enthalt, was einem Partialdruck einer solchen 
Lésung von 0,17 mm Hg entspricht. Immerhin war der Formaldehyd- 
geruch der mit der 0,5proz. Lésung im Gleichgewicht stehenden Luft 
noch wahrnehmbar. Der eine von uns [Th. Sabalitschka*)] benutzte bei 
seinen Versuchen tiber die Verwertung des Formaldehyds durch die 
Pflanze zur Synthese héherer Kohlenhydrate Formaldehydatmospharen, 
welche mit 2- bis 3proz. Formaldehydlésungen im Gleichgewicht 
standen; allerdings lie8 er diese Formaldehydkonzentration kiirzere 
Zeit auf die Pflanzen einwirken und unter Schutz der Wurzeln. So ist 
es wohl zu erklaren — wenn man von der Méglichkeit der verschiedenen 
Widerstandsfahigkeit der Pflanzen ganz absehen will —, daB die seiner- 
zeit beobachteten Schadigungen der Pflanzen durch den Formaldehyd 
geringer waren als die hier eingetretenen. Durch diese Schadigung 
diirfte aber die Priifung der Frage, ob durch kiinstliche Zufuhr von 
Formaldehyd der Alkaloidgehalt der Lupine erhéht wird, nicht ver- 
eitelt werden ; es sei nur daran erinnert, da es ja damals dem einen von 
uns gelang, eine Verwertung des Formaldehyds durch die Pflanzen 
im Dunkeln zur Synthese héherer Kohlenhydrate nachzuweisen, obwoh! 
auch da Schadigungen zu beobachten waren. Auch wenn die Lupine 
letzten Endes durch die langere Einwirkung der Formaldehydatmo- 
sphire mehr oder weniger geschadigt wird, so miiBte doch mindestens 
im Anfangsstadium der Einwirkung des Formaldehyds die Synthese 


') Arbeiten aus d. Kaiserl. Gesundheitsamt 22, 628, 1905. 
*) Ber. d. deutsch. pharm, Ges. 32, 278, 1922; diese Zeitschr. 144, 545, 
1924. 
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jer Lupinenalkaloide eine Steigerung erfahren, falls der Formaldehyd 
ine solche Steigerung itiberhaupt verursachen kann. 

Weder bei keimenden Lupinen noch bei 3 Wochen alten Lupinen- 
»flanzchen wurde durch dauernde Zufuhr geringer Mengen gasférmigen 
‘ormaldehyds die Alkaloidproduktion deutlich positiv beeinfluBt. Die 
Behandlung mit Formaldehyd wahrend des Keimens hatte sogar eine 
‘erminderung des Alkaloidgehalts gegeniiber normalen Pflanzen zur 
Folge. Diese Beobachtungen geniigen aber wohl nicht zur Ablehnung 
ler Hypothese von der Alkaloidsynthese durch Formaldehyd oder 
lethylalkohol. Es sei noch hingewiesen auf die von uns?) bei der 
keimenden Strychnospflanze festgestellte Vermehrung des absoluten 
md prozentualen Alkaloidgehalts, zu einer Zeit, zu welcher infolge 
Fehlens der griinen Blatter noch keine Kohlenstoffassimilation statt- 
inden, also noch kein Assimilationsformaldehyd in der Pflanze vor- 
handen sein konnte. Allerdings kénnte man — um an der Hypothese 
ler Alkaloidsynthese durch Formaldehyd festzuhalten — fiir diesen 
Fall auch annehmen, da der zur Methylierung nétige Formaldehyd 
(bzw. Methylalkohol) den vorhandenen Kohlenhydraten entstamme ; 
|. Gadamer*) weist darauf hin, da® selbst im tierischen Organismus, 
n dem von Assimilationsformaldehyd keine Rede sein kann, Methylierung 
mit Hilfe der Kohlenhydrate stattfindet: Betain und Pyridinmethyl- 
hlorid in der Garnele. Gegen die von A. Pictet in der Bildung der 
Alkaloide gesehene Entgiftung von schidlichen Abfallprodukten durch 
Methylierung sprechen auch die Beobachtungen von (. Ciamician und 
('. Ravenna*); diese Forscher stellten fest, daB die Methylamine gegen- 
iiber Pflanzen giftiger sind als Ammoniak, und zwar in zunehmendem 
Grade vom Monomethyl bis zum Trimethyl; analog verhielten sich 
Alkaloide und alkaloidihnliche Stoffe; es warei Coffein giftiger als 
Theobromin, Codein giftiger als Morphin, Chinin giftiger als Cinchonin, 
Cocain giftiger als Atropin, Methylharnsiiure giftiger als Harnsiure, 
die Alkylderivate des Piperidins giftiger als Piperidin selbst usw. 

Es sei bei diesen Versuchen nicht iibersehen, daB gerade die 
Alkaloidsynthese der Lupine in erheblichem MaBe von den der Pflanze 
gebotenen Bedingungen der Ernahrung abhiangt; dies wiesen doch 
Vogel und E. Weber*) beziiglich der Form des den Pflanzen zugefiihrten 
Stickstoffs nach. Fiihrt man der Lupine Stickstoff ausschlieBlich als 
Ammoniak oder Nitrat zu, so ergeben sich stickstoffreiche, aber alkaloid- 


1) Diese Zeitschr. 167, 479, 1926. 
2) J.Gadamer in H. Thoms Handb. d. prakt. u. wissensch. Pharm. 2, 


738, Berlin 1925. 
3) Gazz. chim. ital. 49, I], 83, 1919; Chem. Centralbl. 1920, I, 340; 


Pharm. Monatsh. 3, 99, 1922; Jahresb. d. Pharm. 58, 186, 1923. 
*) Zeitschr. f. Pflanzenernahrung u. Diingung, A. 1, 85, 1922. 
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arme Pflanzen; steht der Lupine aber Stickstoff als Eiweif ihe, 
Kndéllchenbakteriums Bacillus radicicola zur Verfiigung, so reichert 
sich die Pflanze nicht nur mit Stickstoff, sondern auch mit Alkaloid ay 
F. Merkenschlager') sieht in dem geringen Alkaloidgehalt der aus. 
schlieBlich mit anorganischem Stickstoff ernaihrten Lupinen Hem. 
mungen, welche die stickstoffhaltigen Salze veranlaBten. Es ist méglich. 
daB auf solche durch den Formaldehyd veranlaBte Hemmungen dic 
von uns beobachtete Verminderung des Alkaloidgehalts durch Form. 
aldehyd bei den Keimlingen gegeniiber normalen Keimlingen zuriick. 
zufiihren ist. 


Versuch A, 


Zu den Versuchen verwendeten wir dieselben Lupinensamen, Lupinus 
luteus L., welche wir auch fiir unsere schon mitgeteilten Versuche *?) mit 
Lupine benutzt hatten ; die Samen enthielten 0,1063 g Alkaloid in 100 Stiick 
oder 0,77 Proz. und waren’ geliefert von der Firma Metz & Co., Berlin- 
Steglitz. 

Je 100 Samen gaben wir am 2. Marz 1924 in zwei Porzellankiivetten, 
die mit reinstem Seesand Kahlbaum 5 cm hoch beschickt waren; der Sand 
war mit destilliertem Wasser bis zur Kriimelstruktur gleichmaBig benetzt. 
Wahrend des Keimens der Samen wurde alle 2 Tage mit destilliertem 
Wasser gegossen, so daB der Wassergehalt des Sandes ungefaihr derselbe 
blieb. Die beiden Kiivetten stellten wir in zwei durch eine Wand vollkommen 
getrennte Raume eines Thermostaten; waihrend der eine Raum durch eine 
Metalltiir verschlossen war, war der andere mit einer Glastiir versehen; 
es war somit méglich, unter sonst gleichen Bedingungen zwei Versuche 
auszufiihren, von denen der eine aber im Dunkeln, der andere im Hellen 
ablief. Beide Raiume maBen 30cm in der Breite, 40cm in der Héhe und 
34cm in der Tiefe. AuBer den mit den Samen beschickten Kiivetten 
brachten wir in die Raiume unterhalb der Kiivetten je eine flache Schale 
mit 200ccm 0,5proz. Formaldehydlésung, die gemaB Th. Sabalitschka* 
aus Paraform bereitet war. Die Keimung fand somit in einer Formaldehyd- 
atmosphare statt. 

Von den im Licht stehenden Samen waren am 10. Marz 38 Proz., am 
12. Marz 74 Proz und am 17. Marz 84 Proz. gekeimt. Die Linge des ober- 
irdischen Teiles betrug am 17. Marz meist 5cem; die Keimblatter waren 
auffallend dunkelgriin, zwischen ihnen war bereits der junge SproB ent- 
wickelt; im Vergleich zu normalen Keimlingen war eine Schadigung durch 
den Formaldehyd deutlich bemerkbar; die griinen Keimblatter waren 
ledrig, verschrumpft; die Hypokotyle waren teils véllig umgeknickt, teils 
geneigt. 

Von den im Dunkeln sich befindenden Samen waren am 12. Marz 
erst 39 Proz., am 17. Marz erst 70 Proz. gekeimt, also weniger als im Tages- 
licht. Die Pflanzchen waren am 17. Marz sehr ungleich und schlechtet 
entwickelt, als im Dunkeln ohne Formaldehyd zur Keimung gebrachte 
Pflanzchen. Das Hypokotyl war meist 5 bis 8cm lang, die Keimblatter 


') Zeitschr. f. Pflanzenernahrung u. Diingung, B. 2, 533, 1923. 
2) Diese Zeitschr. 168, 450, 1925. 
5) Ber. d. deutsch. pharm. Ges. 32, 289, 1922. 
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waren gelblich oder weiS; die zwischen ihnen stehenden jungen Sprosse 
hatten eine Lange von | bis 3m erreicht. Besonders wird durch Form- 
aldehyd die Wurzel geschadigt ; die beobachtete héchste Lange der Wurzel 
betrug 3em; bei gleichaltrigen im Dunkeln ohne Formaldehyd gekeimten 
Pilanzchen betrug die Linge 3 bis 6 cm, bei gleichaltrigen im Tageslicht 
ygekeimten 5 bis 10 em. 

Am 17. Marz entnahmen wir von den im Hellen sich befindenden 
Keimlingen 70, von den im Dunkeln sich befindenden 64 zur Untersuchung ; 
von den letzteren wurden die besonders stark zuriickgebliebenen nicht mit 
verwendet. Die ersteren trennten wir in SproB, Keimblatter, Hypokotyl, 
Wurzel und Samenschale, letztere in SproB und Keimblatter, Hypokoty! 
und Wurzel; die Samenschalen wurden, soweit sie bereits abgefallen waren, 
gesammelt. Die Teile trockneten wir bei 70° im Lufttrockenschrank bis 
zum konstanten Gewicht und bestimmten ihren Alkaloidgehalt analog den 
friher hier schon berichteten Versuchen'), wobei wir die von uns unlangst 
angegebene Methode benutzten®*). 

Tabelle IIT und IV geben die erhaltenen Werte an; Tabelle LIT bezieht 
sich auf die im Hellen gekeimten Samen, Tabelle TV auf die im Dunkeln 
gekeimten. 

Vegetationszeit 2. bis 17. Marz. Alter der untersuchten Pflanzen 
14 Tage. 


Tabelle 111. 





Frisch- Trocken- Getundenes Alkaloid- | Alkaloidgehalt 
Pflanzentei! gewicht gewicht Alkaloid gehalt in 100 Pflanzen 


g & e Proz. | 8 


ne « 6 oe % 63141 05426 00064 1,18 0,0091 


Hypokoty!] 32,6262 1,6455 0,0144 0,88 0,0206 
Keimblatter . . . 22,8778 2.9124 0,0220 0,76 0,0314 
Wurzel ..... 16,7962 15836 0,0050 0,32 0,0071 
Samenschale,. .. 4.2784 2.1662 0.0000 0,00 0.0000 


Ganze Pflanzen . 82,8947 8.8503 0,0478 | — 6.0682 


Tabelle 1V. 





Frisch. Trocken- Getundenes Alkaloid- Alkaloidgehalt 
Pflanzenteil gewicht gewicht Alkaloid gehalt in 100 Pflanzen 


8 g 8 Proz. 8 


SproB und Keim- 

blatter ... . 18,7802 2.6464 0,0256 0,97 0,0400 
Hypokotyl. .. . 14,5692 1,0000 0,0110 0,11 0,0172 
Wurzel ..... 60660 | 0,3820 0,0046 1,20 0,0071 


Ganze Pflanzen . 39.4154 4,0284 0,0412 — 0.0643 


Der Gesamtalkaloidgehalt von 100 Pflanzen ist bei den Hell- 
keimern und den Dunkelkeimern nicht erheblich verschieden; bei den 


') Diese Zeitschr. 168, 451, 1925. 
2) Th. Sabalitschka und C. Jungermann, Pharm. Zentralh. 66, 145, 1925. 
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letzteren ist er noch etwas geringer; in beiden Fallen ist er wesen:\ic) 
geringer als die urspriinglich in den Samen vorhandene Alkaloidmenyge 
von 0,1063 g. 


Versuch B. 


Am 18. Marz 1924 siten wir die Lupinensamen in mit Gartenerde |, 
schickte Tépfe und lieBen diese bis zum 9. April im Warmhaus bei etwa 
28° stehen; inzwischen waren die Samen gekeimt und hatten die Pflanzche, 
bereits Laubblatter gebildet. Am 9%. April wurden vier Tépfe mit je zely 
Pflanzen in den Thermostaten gebracht und dort im Hellen in gleicher 
Weise wie die Pflanzen bei Versuch A einer Formaldehydatmosphare 
ausgesetzt; in dieser blieben sie bis zum 16. April. Wahrend dieser Zeit 
begossen wir sie tiglich mit Leitungswasser; nach 3 Tagen erneuerten wir 
die Formaldehydlésung. Am dritten Tage zeigte sich schon die schadliche 
Wirkung des Formaldehyds, nach 6 Tagen waren alle Pflanzen stark ve. 
schidigt, die Stengel waren geknickt, die Blatter fahl, fleckig, zusammen 
geschrumpit. Am 16. April entnahmen wir die 40 Pflanzen zur Unter. 
suchung. Sie wurden getrennt in Laubblatter, Stengel, Keimblatter und 
Wurzel. Tabelle V gibt die erhaltenen Zahlen an. 


Vegetationszeit 18. Marz bis 16. April 1924. Alter der Pflanzen 28 Tage. 





Tabelle V. 
Frischs | Trocken- Getundenes Alkaloid« = Alkaloidgeha!t 
Pflanzenteil! gewicht gewicht Alkaloid gehalt in 100 Pflanzen 
& g g Proz. 8 

Blatter ..... 54628 2,2358 0,0332 1,48 0,0830 
Stengel ..... 17,9178 1,6358 0,0170 1,04 0,0425 
Keimblatter . . . 9,0808 1,2122 0,0098 0,81 0,0245 
Wurzel ..... 11,2103 1,0037 0,0014 0,14 0,0035 
Ganze Pflanzen . 43,6722 | 60875 00,0614 — | 01535 


In Tabelle VI ist der bei diesen Versuchen gefundene absolute 
und prozentuale Alkaloidgehalt der ganzen Pflanzen angegeben; cer 
fiir die einzelnen Teile der Pflanze erhaltene absolute Alkaloidgehalt 
ist in Tabelle VII, der prozentuale in Tabelle VIII zusammengestellt. 














Tabelle VI. 
; Berechnet auf 100 Pflanzen | 
Alter der Trockens Gefund || Alkaloid: 
Pflanzen Anzabl der gewicht Alkaloid Trocken: Alkaloids || gehalt 
anzen gewicht gehalt i 
Tage r) r) 8 8 |)  Proz 
| | 
14 (hell) 70 | 88503  0,0478 12,64 | 0,0682 0,54 
14(dunkel) 64 40284 0.0412 6.29 | 0,0643 1,02 


28 40 6,0875 0,0614 15,22 0,1535 1,01 
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Tabelle VII. 
Alkaloidgehalt der einzelnen Pflanzenteile, berechnet auf 100 Pflanzen. 











Alter de SproB ode Hypokotyl _ | . 
ieee Laubbla tter oder Stengel Keimblitter Warsel 
Tage & 8 8 & 
14 (hell) 0,0091 0,0206 0,0314 0,0074 
14 (dunkel) — 0.0172 0,0400 0,0071 
(+ SproB) 
28 0,0830 0,0425 0.0245 0,0035 
Tabelle VIII. 
Alkaloidgehalt der einzelnen Pflanzenteile, berechnet in Prozenten auf 
Trockengewicht. 
Alter der . 
Pflan zen pe igen AP Keimblatter Wurzel 
Tage } 
14 (hell) 1,18 0.88 0.76 0,32 
14 (dunkel) — 011 0.97 1,20 
(+ SproB) 
28 148 1,04 0.81 0,14 
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Der Kohlehydratstoffwechsel der Maus nach Injektion vonj 
Zuckerlésungen und von Insulin. III. 


Von 
E. Bissinger und E. J. Lesser. 
(Aus dem Laboratorium der stadtischen Krankenanstalten in Mannheim.) 


(Eingegangen am 3. Dezember 1925.) 


Vorbemerkung. 


*Wir haben vor 2 Jahren eine vorliufige Mitteilung!) iiber Versuche 


gemacht, bei denen ganze Miuse auf reduzierende Substanz und 
Glykogen analysiert wurden, um auf diesem Wege Aufklirung iiber 
die Beeinflussung des Kohlehydratstoffwechsels durch das Insulin zu 
erhalten. Die damals erhaltenen, vorlaiufigen Resultate wurden zunachst 
durch Respirationsversuche iiberpriift?). Aus diesen ergab sich die 
Fragestellung fiir die vorliegende Arbeit, welche lautet: Wie verhalten 
sich die Zuckermengen, welche auf Grund des Respirationsversuches als 
verbrannt berechnet werden, zu den Zuckermengen, welche laut 
chemischer Analyse des ganzen Tierkérpers (durch Reduktionsmethoden) 
verschwinden ? Wir wiinschten anfanglich mit beiden Versuchsmethoden, 
der gasanalytischen und der Reduktionsanalyse, die Insulinwirkung 
iiber 3 Stunden hin zu veriolgen. Methodische Schwierigkeiten, dix 
groBe Anzahl von Versuchstieren, die verwendet werden muBte, haben 
uns dann dazu gefiihrt, unser Thema vorlaiufig zu begrenzen. Wir 
legen daher in dieser Arbeit nur die Resultate vor, welche in den ersten 
30 und 40 Minuten nach der Injektion von Zuckerlésung, bei Gegenwart 
und Abwesenheit von Insulin, erhalten wurden. 

Obwohl ein solcher Vergleich zwischen dem Gaswechsel und der 
durch chemische Analyse feststellbaren Anderung des Gesamtkohle. 
hydrats bisher niemals angestellt worden ist, sind tiber die un- 
interessierende Frage bereits ganz bestimmte Behauptungen aut. 
gestellt worden. Eadie, Mac Leod und Nobdle*) erkliren auch neuerding- 


1) Bissinger, Lesser und Zipj, Klin. Wochenschr. 2, 2233, 1923. 
2) E. J. Lesser, diese Zeitschr. 158, 39, 1924. ‘ 
3) Eadie, Mac Leod and Noble, Amer. Journ. of Phys. 72, 614, 1925 
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wieder, daB Anderung des respiratorischen Quotienten und der Oxy- 
dationsgeschwindigkeit unter Insulinwirkung ,,is insufficient to account 
for the sugar that disappears“. Die Arbeit, auf Grund deren diese Be- 
hauptung aufgestellt wird’), enthalt aber keinen Beweis hierfiir, da in 
dieser Arbeit nur der Gaswechsel und die Anderung des Blutzuckers 
unter Insulinwirkung ermittelt wird. Es mu® daher im Gegensatz zu 
der Meinung der Torontoer Forscher festgestellt werden, die Frage, 
ob der unter Insulinwirkung verschwindende Zucker verbrannt worden 
ist, konnte bisher iiberhaupt nicht entschieden werden, weil die GréBe des 
Gesamtkohlehydratschwundes auf chemischem Wege niemals ermittelt 
worden ist. Aus dem Sinken des Blutzuckers, das meist allein bestimmt 
worden ist, kann die GréBe des gesamten Kohlehydratschwundes natiirlich 
nicht erschlossen werden. Diese GréBe ist es aber, welche, so gut es 
die gegenwartigen Methoden erlauben, quantitativ ermittelt werden 
muB. Erst wenn das gelungen ist, kann die Frage, wie dieser Wert zu 
dem gleichzeitig zu ermittelnden Gaswechsel in Beziehung gesetzt 
werden kann, entschieden werden. 


I. Methodik. 


Die chemischen Methoden, die wir zur Reinigung der Lésungen 
verwendeten, in denen die Zuckerbestimmung nach Bertrand angestellt 
werden sollte, sind erst im Laufe der Arbeit so weit verbessert ‘worden, 
da8 sie uns vollstandig befriedigten. Dabei hat es sich gezeigt, daB der 
tinfluB der Tierzahl, aus der ein Mittelwert gezogen wurde, wie es bei 
solchen, mehr statistischen Arbeiten zu erwarten war, von mindestens 
der gleichen Bedeutung ist, wie die Genauigkeit der benutzten, chemisch- 
analytischen Methode. 

Trotz des groBen Materials, das der Kundige in dem Werke P/liigers 
iiber das Glykogen findet, glauben viele Forscher immer noch aus der 
Analyse von zwei oder drei Versuchs- und ebenso vielen Kontrolltieren 
bindende Schliisse ziehen zu kénnen. Mit wenigen Ausnahmen sind 
daher die bisher in der Literatur vorhandenen Angaben tiber das Ver- 
halten des Glykogens unter Insulinwirkung unbrauchbar, weil ent- 
weder die Zahl der analysierten Tiere viel zu klein ist, oder man bei 
Auswahl und Vorbehandlung der Tiere viel zu sorglos vorgegangen ist. 
Da wir jetzt sicher wissen, daB das Insulin sowohl den Kohlehydrat- 
stoffwechsel der Leber?) als auch der Muskeln®) beeinfluBt, kénnen 
bindende Schliisse iiber Beeinflussung der Glykogensynthese durch 
das Insulin aus der Analyse der Leber allein nicht gezogen werden, 


') Vel. Ber. d. ges. Phys. 27, 106, 1924. 
*) F. Bernhard, diese Zeitschr. 157, 396, 1925. 
5) Burn und Dale, Journ. of Phys. 59, 164, 1924. 
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wie dies Mac Leod noch fiir méglich halt. Es mu® vielmehr auch das 
ganze Tier analysiert werden, wenn das ganze Tier der Insulinbevin. 
flussung unterworfen war. Das Kaninchen ist fiir solche Versuche seh; 
wenig geeignet. Es werden auch auf dem Kontinent nur wenige Forscher 
in der Lage sein, die groBen Mengen gleichartiger Tiere zu beschaffe, 
und zu halten, die fiir solche statistischen Versuche nétig sind. Wir 
verwenden daher als Versuchstier die weiBe Maus und begannen mit 
den hier geschilderten Versuchen erst, als wir selbst eine so zahlreiche 
Zucht, die von drei Weibchen und zwei Mannchen ausging, erhalten 
hatten, daB immer die gentigende Anzahl Mannchen in ausgewachsenen 
Zustand vorhanden war, die wir wéchentlich verbrauchen wollten 
Daran liegt es zum groBen Teile, daB wir erst nach 2 Jahren in der 
Lage sind, der vorlaufigen Mitteilung die erste, endgiiltige folgen zu 
lassen. 


Wir haben zu diesen Versuchen nur Mannchen benutzt, da Weibchen 
wegen Trachtigkeit, Lactation, Brunst zu groBe Differenzen aufweisen 
kénnen. Die Tiere, die in Heu gehalten wurden, bekamen sehr reichlic) 
Brot und Milch. 8 bis 14 Tage vor dem eigentlichen Versuch kamen gleich- 
altrige und etwa gleich schwere Tiere zwischen 20 und 26g Gewicht in 
Einzelbehalter und wurden von jetzt an zweimal taglich in genau gleicher 
Weise mit Brot und Milch gefiittert. 18 Stunden vor dem Versuch wurden 
die Tiere gewogen. Es wurde ihnen das Futter entzogen und sie kamen bei 
Zimmertemperatur einzeln in GefaiBe mit Watte. Nach 17 Stunden wurden 
sie wieder gewogen. Die Gewichtsabnahme wahrend des Hungers betrug 
3,5 bis 4g. Die Feststellung des Gewichts der Hungertiere geschah erst, 
nachdem soweit als méglich die Harnblase ausgedriickt war. Dabei wurde 
haufig auch Kot entleert, so da68 es wihrend des Versuchs nur selten zur 
Kotentleerung kam. Zu jedem Versuch wurden immer vier Tiere benutzt, 
deren Gewicht nahezu gleichzeitig festgestellt wurde. Zwei Tiere dienten 
als Kontrolltiere zur Ermitthing des Kohlehydratgehalts des unbeeinfluBten 
Tieres, zwei Tiere als Injektionstiere. Die Differenz zwischen beiden im 
Glykogengehalt und Gehalt an direkt reduzierender Substanz wurde durch 
Bissinger vorgenommen (B-Serien), die der gesamten hydrolysierbaren 
Kohlehydrate durch Lesser (L-Serien) ermittelt. 

Die Injektion der Zucker- und Insulinlésungen wurde in der friiher 
bereits eingehend beschriebenen Weise vorgenommen. Der Zuckergehalt 
der injizierten Lésung wurde in den L-Serien auBer durch Titration nach 
Bertrand immer avch durch Polarisation bestimmt. Die Zuckerlésung 
wurde dabei fiir die Titration mit derselben Spritze und in derselben Weise 
abgemessen, wie bei der Injektion der Tiere. Die Eichung der Spritze hatte 
einen Inhalt von 0,972 + 0,0004ccm ergeben. Die gréBte Differenz in 
fiinf Bestimmungen betrug 0,0012ccm. Dementsprechend stimmen dic 
Mittelwerte aus einer gréBeren Anzahl von Polarisations- und Titrations- 
werten gut iiberein. 

Die Differenzen der Einzelwerte betragen in zehn beliebig ausgewahiten 
Versuchen einmal 2,9 Proz., zweimal 1,8 Proz., einmal 1,2 Proz. Sie liegen 
in den iibrigen angefiihrten Fallen innerhalb der Ablesungsfehler bei der 
Polarisation. Der Berechnung wurde stets der Titrationswert zugrunde 
gelegt. Sofort nach der Injektion, deren Zeitpunkt genau festgestellt wurde, 
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Polarisation Titration 
Proz. Proz. 


4,29 431 
5,13 5,04 
5,04 5,00 
4.54 441 
486 4,89 
4,57 451 
4,87 4.88 
4,77 4.80 
4.85 491 
5,12 521 


Mittelwert 4,804 4,796 


kamen sowohl die Versuchs- als auch die Kontrolltiere in leere Becherglaser 
und verblieben darin fiir genau 30 oder 40 Minuten. Dann kamen sie, 
eventuell nach vorheriger Wagung, in feste Kohlensiure, wie dies friiher 
bereits beschrieben ist. Die GefaBe, in denen die injizierten Tiere gesessen 
hatten, wurden sorgfaltig mit destilliertem Wasser ausgespiilt und in jedem 
Versuch die Spiilfliissigkeit quantitativ auf Zucker verarbeitet. In den 
meisten Fallen war in der Spiilfliissigkeit kein Zucker nachweisbar. In 
etwa 10 Proz. der Versuche wurden geringe Mengen in der Spiilfliissigkeit 
gefunden, die jedoch 1 mg nie iiberschritten. Sie wurden von der injizierten 
Traubenzuckermenge rechnerisch in Abzug gebracht. Wurde Insulin 
injiziert, so war dieses der Traubenzuckerlésung vorher in berechneter 
Menge zugesetzt worden. Benutzt wurde fiir alle Versuche das englische 
Insulin Brand. Die Verdiinnung wurde hergestellt, indem von der Original- 
lésung 0,15cecm mit stets derselben Rekordspritze und derselben Kaniile 
abgemessen wurden. Diese wurden dann, unter Ausspiilung der Spritze 
mit destilliertem Wasser, auf 12 ccm aufgefiillt; hiervon wurde die nétige 
Menge zu der Traubenzuckerlésung hinzugefiigt, die dann erst auf das 
verlangte Volumen aufgefiillt wurde. Unsere Insulinflaschchen enthielten 
5ecem und pro Kubikzentimeter 20 klinische Einheitern. Es konnten dem- 
nach mit ein und demselber' Réhrchen iiber 30 Versuche ausgefiihrt werden. 
Insulinverdiinnung und Traubenzuckerlésung wurden in jedem Versuch 
unmittelbar vor der Injektion frisch hergestellt. 

In der festen Kohlensiure blieben die Tiere etwa 35 Minuten lang. 
Dann wurden sie auf einem kleinen Holzbrett in der friiher angegebenen 
Weise in Scheiben zerschnitten. Es gelang so, quantitativ den gesamten 
Mauskorper in gefrorenem, zerkleinertem Zustande zu erhalten. Die Ver- 
luste beim Zerschneiden betrugen maximal | Proz., meist weniger. Nach 
dem Zerschneiden wurde die zerkleinerte Masse in gewogene GefaiBe ge- 
bracht und jedesmal ihr Gewicht festgestellt, obwohl sich fast nie erhebliche 
Differenzen gegeniiber dem unzerschnittenen Tier herausstellten. Die 
GefaBe mit dem zerkleinerten Materie! blieben bis zur Weiterverarbeitung 
in fester Kohlenséure. 


Die chemische Methode der Zucker- und Glykogenbestimmung in 
den B-Serien wurde folgendermaBen durchgefiihrt: Die gefrorene 
Masse wurde mit 100 cem 96proz. Alkohol von — 20 bis 30° iibergossen. 
Sie wurde in vier Portionen méglichst bald in der Reibschale unter 
%6 proz. Alkohol griindlich verrieben, was etwa 1 Stunde in Anspruch 





> =n en ipa 


en ee fen ee 
ee 














oe oie 


‘ 
: 
9 
z | 
* 
: 


ee ee 


402 E. Bissinger u. E. J. Lesser: 


nimmt. Die vier verriebenen Portionen werden in ein Becherglas ab. 
gegossen und hier wieder vereinigt. Von dem sich rasch absetzendey 
Bodensatz wird abgegossen und der riickstaindige Gewebebrei wird 
sechsmal je 10 Minuten mit je 25 cem 96 proz. Alkohol in der Reibsc)ia\: 
unter Bearbeitung mit dem Pistill extrahiert. Nach jeder Extraktiv,, 
wird. unter Ausdriicken des Riickstands mit dem Pistill in das Becher. 
glas, das den ersten Extraktionsalkohol enthalt, dekantiert. Lm ganze 
wird zur Extraktion etwa zehnmal soviel Alkohol in Kubikzentimeterm 
verbraucht, als die Tiere Gramme wiegen. Der nach der letzten Alkohvo). 
extraktion in der Reibschale verbliebene Riickstand wird nach Pfliige 
auf Glykogen verarbeitet. Der Extraktionsalkohol wird klar zentrifugiert 
das Sediment griindlich mit Alkohol gewaschen. Der Alkohol un 
simtliche Waschfliissigkeiten werden im Wasserbad unter Wasserzusatz 
eingeengt und der Alkohol wird véllig vertrieben. Der Riickstand wir: 
mit samtlichen Niederschlagen in einen MeBkolben iibergefiihrt, mit 
Quecksilberacetat versetzt und mit Wasser aufgefiillt. Alsdann wird 
filtriert, mit Schwefelwasserstoff entquecksilbert und nach Vertreibe: 
des Schwefelwasserstoffs durch einen Luftstrom im letzten Filtrat cic 
Zuckerbestimmung nach Bertrand ausgefiihrt. Die Sedimente, welche 
bei der Zentrifugierung des Extraktionsalkohols erhalten worden 
waren, wurden in 60proz. Kalilauge gelést und mit dem bei der 
Extraktion der Reibschale zuriickgebliebenen, in 60 proz. KOH gelésten 
Riickstand vereinigt und dann in den vereinigten Fliissigkeiten cic 
Glykogenbestimmung nach Pjliiger ausgefiihrt. So wurde in den 
meisten B-Serien verfahren. In der letzten wurde jedoch vor der Be- 
stimmung der reduzierenden Substanz im Filtrat der Quecksilber- 
fillung noch eine Fillung mit Phosphorwolframsiure vorgenommen 
Dies geschah, weil die Zuckerbestimmung trotz der Reinigung mit 
Quecksilberacetat nicht immer glatt vor sich ging. Doppelbestimmungen 
zeigten nicht die tadellose Ubereinstimmung der Permanganatwerte, 
die man in reinen Zuckerlésungen bei der Bertrandmethode stets erhalt. 
Die zur Fallung benutzte Phosphorwolframsiuremenge betrug stets 
nur wenige Kubikzentimeter einer 5proz. Lésung. Die tiberschiissige 
Phosphorwolframsiure im Filtrat brauchte nicht entfernt zu werden. 
Wie wir uns an reinen Zuckerlésungen tiberzeugten, stért die Gegenwart 
kleiner Phosphorwolframsiuremengen die Zuckerbestimmung nacl 
Bertrand nicht. Wir erhielten mit und ohne Gegenwart von Phosphor- 
wolframsaure in reinen Zuckerlésungen genau gleiche Permanganat- 
werte. In allen Fallen haben wir aber die Eigenreduktion unserer 
Flissigkeiten beim Bertrandverfahren bestimmt, die zwischen 2 und 
2,5 mg Kupfer betrug. Dieser Wert wurde stets von den gefundenen 
Permanganatwerten abgezogen. Bei dem Auffiillen der zu analysierende! 
Zuckerlésung auf 50 ccm wurde der Niederschlag nicht beriicksichtigt, 
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.ondern einfach abfiltriert. Da stets auf das gleiche Volumen aufgefiillt 
wurde und das Tiergewicht nur wenig schwankte, war das Volumen 
des Niederschlags stets etwa das gleiche. Das Volumen des trockenen 
Quecksilberniederschlags wurde in den B-Serien jedesmal nachtriglich 
ungefahr ermittelt. Es betrug im Mittel 2,5cem. Demnach war nicht 
auf 50 cem, sondern nur auf 47,5 ccm aufgefiillt worden. Dieser Wert 
wurde der Rechnung zugrunde gelegt. 

Bei der Ermittlung der gesamten, durch Hydrolyse erhaltbaren 
Kohlehydrate wurden verschiedene Methoden angewendet. Zuerst 
verfuhren wir im wesentlichen nach der von Parnas und Wagner) an- 
gegebenen Methode. Das gefrorene und zerkleinerte Material wurde 
zuerst mit Alkohol, dann viermal mit kochendem Wasser extrahiert, 
nach Verdampfen des Alkohols wurden die beiden Extrakte miteinander 
vereinigt und durch dreistiindiges Erhitzen in 3proz. Schwefelsdure 
im Wasserbade hydrolysiert. Die Schwefelsiure wurde mit Baryt- 
wasser quantitativ beseitigt, Filtrat und Waschwasser des Barytnieder- 
schlags auf passendes Volumen eingeengt, mit Quecksilberacetat gefallt 
und auf bestimmtes Volumen aufgefiillt. | Entquecksilberung und 
Zuckerbestimmung dann in der gewéhnlichen Weise. Samtliche bei 
der Alkohol- und Wasserextraktion zuriickgebliebenen Riickstande 
wurden nach Pfliger auf Glykogen verarbeitet. Stets wurde, statt zu 
filtrieren, zentrifugiert. 

Dieses etwas umstiandliche und lange dauernde Verfahren wurde 
verlassen, nachdem sich ergeben hatte, daB die Methode der totalen 
Hydrolyse der Tierkérper gleiche Resultate liefert. Diese Methode, 
welche friiher zur Bestimmung der Gesamtkohlehydrate im Frosch- 
schenkel gedient hat?), ist kiirzlich auch von Meyerhof*), Janssen und 
Jost*) und von Ahlgren®) benutzt worden. Wenn man diese Methode 
aber nach einem Autor bezeichnen will — seinerzeit wurde darauf 
verwiesen, daB Lépine, Bierry und Gruzewska, Réhmann, Forschbach 
und Scheffer vorher bereits ahnlich verfahren sind —, so muB sie als 
Methode von O. Loewi bezeichnet werden. Dieser hat sie in seiner 
Abhandlung ,,Zur Frage der Verwertbarkeit der Glucose bei Diabetes***®) 
bereits angegeben, was Lesser bei seiner damaligen Publikation un- 
bekannt geblieben war. Loewi gibt auch bereits an, daB das Filtrat 
vom Quecksilberniederschlag der bei der Totalhydrolyse erhaltenen 
Lésung immer Biuretreaktion gibt, daB aber die Stoffe, welche diese 


1) Parnas und Wagner, diese Zeitschr. 61, 387, 1914. 

*) E. J. Lesser, ebendaselbst 108, 8, 1920. 

3) Meyerhof, Lohmann und Meier, ebendaselbst 107, 464, 1925. 

*) Janssen und Jost, Zeitschr. f. physiol. Chem. 148, 47, 1925. 

5) Ahlgren, Zur Kenntnis d. tier. Gewebsoxyd. Lund 1924, 8. 178. 
*) O. Loewt (Graz), Therapeut. Monatshefte 32, 350, 1918. 
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Reaktion hervorrufen, die Zuckerbestimmung nach Bertrand }\\c} 
stéren. Bei der Anwendung der Methode zur Analyse der Mauskirper 
wurde folgendermaBen verfahren: Die Tiere wurden wie gewéhniich 
gefroren und geschnitten. Die Schnitte kamen in gewogene Erley. 
meyerkolben, wurden rasch gewogen und bis zur Weiterverarbeituny 
in feste Kohlensaure gestellt. Sie wurden dann mit dem gleichen Volumen 
6 proz. Schwefelsaure iibergossen und umgeschwenkt, bis alle Schnitt. 
flichen mit der Schwefelsiure in Beriihrung waren. Dabei tauten dic 
Schnitte noch nicht auf. Jetzt wurden die Analysen der Versuchs- und 
Kontrollitiere gleichzeitig in dasselbe Wasserbad (Meyerhof) versenkt 
und 3 Stunden darin belassen, unter Bedeckung der Erlenmeyerkolben. 
Der Inhalt der Erlenmeyerkolben wurde dann noch heiB in einen 
400-ccm-MeBkolben iiberfiihrt und nach Abkiihlen bis zur Marke auf. 
gefiillt. Dabei wurde das Gewebe mit unten verbreiterten Glasstiben 
méglichst zerkleinert. Die Fliissigkeit im MeBkolben blieb unter 
haufigem, starkem Schiitteln einige Stunden stehen. Dann wurde 
durch Faltenfilter filtriert. 200 ccm Filtrat wurden in einen MeBkolben 
von 300cem gebracht und mit 33 proz. Natronlauge neutralisiert 
Dann wurden 50ccm 30 proz. Quecksilberacetatlésung hinzugesetzt 
und zur Marke aufgefiillt. Nach 12 stiindigem Stehen wurde zentri- 
fugiert und das Zentrifugat in gewéhnlicher Weise entquecksilbert. 
Vom letzten Filtrat wurden 200 ccm (nach Abstumpfen etwa der Halfte 
der Essigsiure mit NaOH) im Wasserbad auf etwa 15 ccm eingeengt, 
in einen 100-ccm-Kolben tiberfiihrt und mit absolutem Alkohol bis zur 
Marke aufgefiillt, um die anorganischen Salze auszufillen. 90 cem des 
Filtrats wurden im Wasserbad eingeengt, bis der Alkohol vertrieben 
war. Im Riickstand wurde nach Neutralisation und Filtration die 
Zuckerbestimmung nach Bertrand ausgefiihrt. Sorgfaltig wurde darauf 
geachtet, daB die Verarbeitung der Versuchs- und Kontrolltiere stets 
in genau der gleichen Weise geschah. Beide wurden immer auf gleiche 
Volumina aufgefiillt und gleiche Volumina der Filtrate wurden ver- 
arbeitet. Sie wurden gleichzeitig filtriert und befanden sich gleich lange 
auf dem Wasserbade. Das Einengen auf dem Wasserbade wurde stets 
in halbkugeligen Glasschalen vorgenommen und durch passende Wah! 
der Ringe des Wasserbades ein Uberhitzen am Rande sicher verhiitet. 
Ein Febler, der sich bei den Versuchs- und Kontrolltieren geltend macht, 
aber in prozentual genau gleicher Weise auswirkt, entsteht dadurch, 
daB beim Auffiillen auf bestimmtes Volumen das Volumen der Nieder- 
schlage nicht beriicksichtigt wird, was in den B-Serien stets geschehen 
war. Es werden daher, wie Schitzungen des Volumens dieser Nieder- 
schlage ergaben, um etwa 10 Proz. zu hohe Werte erhalten. Hierfiir 
muB8B an dem endgiiltigen Werte eine Korrektur angebracht werden. 
Die soeben beschriebene Methode befriedigte anfinglich, dann aber 
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stelite sich heraus, daB das Kupfer des éfteren bei der Bertrandanalyse 
verspatet ausfiel und dann nicht die bekannte ziegelrote Farbe, sondern 
eine lehmgelbe hatte. Es wurden daher simtliche Serien noch einmal 
wiederholt, wobei zunachst, so wie eben beschrieben, bei der Analyse 
verfahren wurde. Das letzte ecingeengte, vom Alkohol befreite Filtrat 
wurde dann noch mit Phosphorwolframsaure vollkommen ausgefallt 
und die Bertrandanalyse im Filtrat von dieser Fillung ausgefiihrt, 
ohne die tiberschiissige Phosphorwolframsiure zu entfernen. Zur Aus- 
fallung waren 5 bis 7 ccm einer 5 proz. Phosphorwolframsaurelésung 
in 2 proz. Salzsiiure nétig. Nunmehr gelang es immer, die Bertrand- 
analyse ohne Schwierigkeit auszufiihren. Doppelanalysen mit ver- 
schieden groBen Filtratmengen gaben gut tibereinstimmende Werte. 
So wurde z. B. gefunden: a) in 10cem Lésung sind enthalten bei 
Analyse von 

. 4,0mg Traubenzucker 

. OI wo ” 

- 42 wo ” 

b) in 10cem Lésung sind enthalten bei Analyse von 
10cem ....... . . 59mg Traubenzucker 
Se ee ee re | L ” 


Um bei den Ergebnissen beurteilen zu kénnen, welche |Methode 
verwendet wurde, bezeichnen wir diese kurz folgendermaBen: In den 


B-Serien 1. Alkoholmethode, 2. Alkohol- P. W.S.-Methode; in den 
L-Serien 1. Parnas- und Wagnermethode, 2. Totalhydrolyse, 3. Total- 


hydrolyse P. W.S. 


Il. Ergebnisse. 
1. Der Gesamtkohlehydratgehalt in den B- und in den L-Serien. 


Samtliche gefundenen Werte sind in der Tabelle | zusammen- 
gestellt. In den B-Serien liegt der fiir die reduzierende Substanz ge- 
fundene Wert mit einer Ausnahme (August 1925) zwischen 80 und 90 mg 
pro 100g Tier. Er schwankt hier nur um 10 Proz., wahrend die Glykogen- 
werte stark schwanken und maximal um 100 Proz. voneinander ab- 
weichen. Der sehr niedere Wert fiir die reduzierende Substanz in der 
B-Serie V ist nicht durch die verainderte Methode bedingt. Auch der 
Glykogenwert dieser Serie ist abnorm niedrig und liegt erheblich tiefer 
als alle vorher gefundenen. Um zu entscheiden, ob es sich hierbei 
um Einfliisse der Jahreszeit handelt, reicht das Material nicht aus. 
Es wire auch méglich, da8 es sich um Veranderungen der Tiere bei 
lange dauernder Zucht gehandelt hat. Mit Ausnahme der Serie IT (un- 
gewohnlich hoher Glykogenwert) liegen die Werte fiir Glykogen und 
fiir Traubenzucker recht nahe beieinander. Die gréBte Differenz betragt 
24 Proz., im Mittel aller Werte betrigt sie 14 Proz. des Wertes der 
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Tabelle 1. (Gesamtkohlehydratgehalt der Kontrolltiere. 





__ Pro 100g Tier in in mg Pg og Zahi der Bes 
= n Proz. Tiere,aus zeich+ 





Serie Monat und 


Gesamt-| y~ denender n Methode 
Nr. Jahr kohle- [~~ - - = Trauben- Mittelwert on as 
hydrat | 7¥°KE®  KOgen  luckers gezogen = Serie 
l August bis Ok- 
tober 1923. . 160 88 72 82 5 Bs Alkoho!l 
2 | Marz 1924... 244 90 = 154 170 12 : 
3 > bis April 
a eg ie: 196 87 108 124 ie ae vs 
4 Mine Al Junil925 156 81 75 92 16 “ sa 
5 August 1925 .. ILIl 59 52 88 16 . a ye 
Mittelwert 171 805 918 114 66 
1 August bis Ok- 
tober 1924 . 224 — 68 — s L Parnas und 
2 Fehoear bis Marz Wagner 
ae 232 oo 69 _- 10 . dieselben 
3 April bisMail925 223 _— — _ 6 ~ Totalhydrolyse 
4 Mai bis Juni 1925 299 a niin = ie eae 
5 August bis Sep- 
tember 1925 . 232 _— — —- 16 = , PW es 
6 Juli und Sep 
tember 1925 . 238 ~- =: — -™.) «6 a 
7 Oktober 1925. . 222 om | ins a) aw » 
Mittelwert 229 — — _ 88 


reduzierenden Substanz. Die Summe beider Werte (von nun an stets 
als ,,Gesamtkohlehydrate“ bezeichnet) schwankt, hauptsichlich wegen 
des wechselnden Glykogengehalts, recht erheblich. Der maximale 
Wert betragt mehr als das Doppelte des minimalen. Ganz anders sind 
die Verhaltnisse in den L-Serien. Hier schwankt der Wert fiir cic 
Gesamtkohlehydrate fast gar nicht. Die gréBte Differenz dieser (auf 
das Volumen der Niederschlige korrigierten) Werte betragt nur 7 Proz 
Das ist ein sehr merkwiirdigcs Verhalten; da in den ungefihr gleich- 
zeitig angestellten B-Serien des Jahres 1925 der Glykogengehalt um 
100 Proz. schwankt, scheint sich zu ergeben, daB hydrolysierbare Kohle- 
hydrate vorhanden sind, deren Menge vom gleichzeitigen Glykogen- 
gehalt abhingt und umgekehrt zu diesem variiert. Es sei aber darauf 
hingewiesen, daB diese Verhiltnisse nicht verallgemeinert werden 
dirfen. Sie gelten zunachst nur fiir den Spezialfall des Hungertieres, 
bei dem eine bestimmte GréBe der Gluconeogenie verhanden ist, die 
vielleicht beim gefiitterten Tiere vollkommen fehlt. Es entsteht ferner 
die Frage, ob die bei der Totalhydrolyse gefundenen Werte auf Trauben- 
zucker bezogen werden diirfen. Es kénnten sich ja bei der Hydrolyse 
auch reduzierende Stoffe gebildet haben, welche keine Kohlehydrate 
sind. Wir haben daher nachgesehen, ob die gesamte reduzierende 
Substanz mit der Salkowski-van Slykeschen Methode') der Kupfer- 


') Vgl. hierzu die folgende Mitteilung. 
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Tabelle II. 





Im Hg-Filtrat . 
lotalhydrolyse Die Kupfer- 
PW.S. Kupfer-Kalk- Kalkfallung 


allung 
Analysator B hetert weniger 


mg mg Proz. 


Analysator L 


122.6 100.8 18 
111.1 100,0 10 | > em 


101,3 73,2 28 V und VI 
117,7 114.4 3 nicht auf 100g Tier 


113.2 97,2 14 
Mittelwert 113,2 97,1 14.2 


umgerechnet 


Kalkfallung fallbar ist und dabei die in Tabelle 1] zusammengestellten 
Werte erhalten. Dabei zeigt es sich, das wechselnde Mengen (zwischen 
3 und 28 Proz.) mit Kupfer und Kalk nicht fallbar, also keine Kohle- 
hydrate waren. Im Mittel ergab sich bei der Kupfer-Kalkfallung eine 
Abnahme der reduzierenden Substanz um 14,2 Proz. Wenn fiir den 
aus 88 Tieren erhaltenen Mittelwert von 229 mg Gesamtkohlehydraten 
eine diesbeziigliche Korrektur angebracht wird, so ergibt sich der 
Gesamtkohlehydratgehalt in den L-Serien zu 196 mg im Mittel. In 
den B-Serien betrigt der Mittelwert aus 66 Tieren 171 mg. Die Total- 
hydrolyse ergibt also im Mittel um etwa 15 Proz. héhere Werte. Wir 
haben gelegentlich nachgesehen, ob sich in den B-Serien die im 
alkoholischen, mit Quecksilberacetat gereinigten Extrakt befindliche 
reduzierende Substanz durch dreistiindige Hydrolyse mit 2proz. Salz- 
siure vermehrt. Wir fanden eine Zunahme durch Hydrolyse um 10 Proz. 
Der Mittelwert der B-Serien wiirde sich bei Beriicksichtigung dieser 
Zunahme durch Hydrolyse auf 180 mg erhéhen. Die Differenz gegen- 
iiber dem Mittelwert der L-Serien von 196 mg wiirde sich dann auf nur 
8 Proz. erniedrigen. In den einzelnen Serien ist diese Differenz aber 
einmal sehr viel gréBer. Wenn die beiden L- und B-Serien V verglichen 
werden, ergibt sich fiir die L-Serien ein korrigierter Wert von 199 mg, 
fiir die B-Serie von 111 mg. Die Differenz betragt fast 80 Proz.! Wie 
dieser sehr niedrige Wert der B-Serie V zu erkliren ist, kénnen wir 
nicht sagen. Die im Durchschnitt aller Werte gefundene Differenz 
kann aber sehr wohl auf hydrolysierbarem Kohlehydrat beruhen, das 
in den B-Serien nicht bestimmt wurde. Die in den B-Serien im letzten 
Extrakt vorhandene reduzierende Substanz war mit Kupfer und Kalk 
volistandig fallbar. 


2. Der Zuckerverlust, der bei Injektion reiner Traubenzuckerlésungen 
in 30 Minuten stattfindet. 


Die Ergebnisse der B-Serie sind in Tabelle LI, die der L-Serien 
in Tabelle IV wiedergegeben. In allen findet sich eine deutlich nach- 
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Tabelle II]. 
Zucker allein 30 Minuten. 














> : , . ‘ Ver. 
mg my 74 ».. sre 100g Tier s—¥ schwun 
Datum . tive 
; oo al Bemerk unge: 
Tome | Gye (Seine) Pee | iy: ‘tobe: pro ro 100g 0 108 , 
1925 zucker kogen hydrat zucker kogen | by hydrat Tier P Tier ¢ 
31, VI, 62 | 72 | 134 222 | 51 | 273 296 87 
4.VIIl. 61 49 | 110 218 | 53 | 271 227 | 66 
7. VIII. 50 | 34 | 93 212 | 26 | 238 294 | 79 | Method 
10. VIII. 60 | 50 | 110 220! 50 | 270 , 226 | 66 ited 
14.VIII. 57 | 50 | 107. 239 | 37 | 276 | 229 ~=«60 hd 
18. VIII. 45 | 65 | 110 | 222 | 76 | 298 || 2298 40 || Beers 
26.VIII. 64 | 51 | 115 218 | 83 | 301 | 2300 44 || H lO her 
30.VIIT. 61 | 48 | 109 189 | 66 | 255 | 229) 83 
— 
Mittelwert: 59,1! 52,4! 1115 217,5| 55,4| 2728) 227 66 
Tabelle IV. 
Zucker allein 30 Minuten. 
Kontrollti Versuchsti , . Ver 
mg —s 10¢ Tier mg ion 100g Tier ant roy 
—__—___— ~- ——_—_— —________|] 2ucker 
Datum ogden. Gly: Gone satus. Gly. Gesa an pes mg | in ay Bemerkungen 
| stanz | K€" | nydrat || stanz | *°8*" | nydrat | Tier pro 1th 
1924 
28.VIII. 219 | 84 303 401 87 | 488 227 | 42 Methode 
23, IX. 162 | 53 215 | 324 58 | 382 216 | 49 | amar une 
13. X. 167 | 60 | 227°; 303 75 | 378 | 212 | 61 | LeSeie! 
21. X.| 150 | 70 | 220) 309 | 51 | 360 | 228 | 88 je 8 Tiere 
Mittelwert: 1745 67 | 241 | 334 | 68 | 402 221 | 60 
Korr.Wert: 157 67 | 224 | 301 68 369 221 76 
1925 
01. Vi. || — | — | m8) — | — | 9% | S16 | 3&8 
%.VHI.|| — — | 3%} — | — | oe | 48 6 Methode 
3.VII1.| —  — | #1) — | — | 908] 217 & Total- 
jy — | — sei | — | eimai hydrolyse 
& x) — | —~ |} Sei — | — | oeigmi ts P.W.S. 
eb | o | Ot | — | oor oe) eS L+Serie V, 
10. IX. | — — 238 — — 421 216 | 33 |} je 16 Tiere 
6. IX.|/ — | — | or} — | — | 5] 18 | @ | 
Mittelwert:| — | — | 258 | — | — | 445 || 239 | 51 
Korr.Wert:| — _ 232 —-_i- 401 | 239 70 
ee | 
wnVval| — | — | se] — | — | 8] 10! @ 
Korr. Wert: —_— | —_ 236 — — 381 210 65 


weisbare Annahme des injizierten Traubenzuckers. 


Sie ist in den B- 


und L-Serien nahezu gleich, betragt im Mittel der L-Serien (24 Tiere) 
69 mg, im Mittel der B-Serie (16 Tiere) 66 mg. Daraus geht hervor, daf 
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der verschwundene Traubenzucker nicht in zwischen Traubenzucker und 
Gilykogen gelegene, durch Sdure hydrolysierbare Zwischenstufen iiber- 
gegangen ist. Ware das der Fall, so miiBte der Zuckerverlust in den 
L-Serien kleiner als in der B-Serie sein. Der Respirationsversuch*) 
hatte ergeben, daB nach Injektion von 290mg Traubenzucker pro 
100g Hungermaus der respiratorische Quotient in der ersten Stunde 
leicht sinkt (von 0,761 auf 0,745) und ebenso die Oxydationsgeschwindig- 
keit (von 103,2 cem auf 94,2 ccm im Mitte] aus fiinf Versuchen). Dem- 
nach kann der verschwundene Zucker nicht verbrannt sein, dagegen kann 
eine Veresterung mit Phosphat nicht ausgeschlossen werden. Hierbei 
solles nach den gegenwartigen Anschauungen zur Bildung von Fructose- 
diphosphat kommen. Da die Fructose bei dreistiindigem Erhitzen mit 
Mineralsiure zerstért wird, wiirde durch die Methodik der L-Serien 
ein Fructosediphosphat nicht gefunden werden. Ebensowenig wird 
die Methodik der B-Serien ein Hexosediphosphat mit Sicherheit liefern. 
Dieses wiirde wohl nur zu einem sehr kleinen Teile in den alkoholischen 
Extrakt gehen. Hat doch Jost?) gerade auf die Unléslichkeit des Hexose- 
diphosphats in starkem Alkohol bei Gegenwart von Calciumacetat eine 
Methode fiir die quantitative Bestimmung begriindet. Wir miissen 
daher die Frage, ob das Verschwinden von etwa 30 Proz. des injizierten 
Zuckers in unseren Versuchen auf Veresterung mit Phosphaten beruht, 
vorlaufig offen lassen. Wir hoffen, unter Benutzung der von, Jost aus- 
gearbeiteten Methode die Frage weiter kliren zu konnen. Dagegen 
kann auf Grund unserer Versuche die friiher von Bang*) aufgestellte 
Meinung, die von manchen Autoren auch heute noch geteilt wird, 
daB ,,gewohnlich mehr als die Halfte des intravenés gegebenen Zuckers 
augenblicklich umgewandelt oder derart gebunden wird, daB er im 
wasserigen Dekokt nicht direkt nachgewiesen werden kann“, nicht 
mehr aufrechttrhalten werden. Wir finden ja noch 30 Minuten nach 
der Injektion 70 Proz. des injizierten Zuckers unverandert wieder, so 
da8 er durch einfache Extraktion mit Alkohol wiedergewonnen werden 
kann. Der Irrtum von Bang erkliart sich dadurch, daB in unseren Ver- 
suchen die Glykolyse, die bei der Zerkleinerung der Muskulatur z. B. 
eintritt, durch die niedere Temperatur verhindert wurde. Die grobe 
Rolle, welche diese Zerkleinerungsglykolyse spielt, war, als Bang seine 
Versuche anstellte, noch nicht bekannt‘). 

Um die Genauigkeit der von uns erhaltenen Werte zu schitzen, 
kann man nach der iiblichen Methode der Fehlerrechnung die Ab- 


1) EB J. Lesser, diese Zeitschr. 158, 41, 1924. 

2) Janssen und Jost, Zeitschr. f. physiol. Chem. 148, 47, 1925. 

3) Bang, Der Blutzucker, 8.81. Wiesbaden 1913. 

*) Vgl. hierzu F.J. Lesser, Die innere Sekretion des Pankreas, S. 9ff. 


Jena 1924. 





a. a ts 


et MIS 


Fa ne 


ne” 
Seige me a 








PI ae es ee 





i 


410 E. Bissinger u. E. J. Lesser: 


weichungen der (in den L-Serien einzeln auf das Volumen der Nicer. 
schlage korrigierten) Einzelwerte vom Mittelwert berechnen. Es eryibt 
sich alsdann als Mittelwert der B- und L-Serien beim Vergleich yoy 
38 Versuchs- und 38 Kontrolltieren, dag bei intraperitonealer Injektion 
von 219 mg Glucose in etwa Sproz. Lésung pro 100g Hungermaus iy 
30 Minuten 67 + 4,5mg Traubenzucker verschwinden, welche, wie dey 
respiratorische Quotient zeigt, weder verbrannt noch zu Milchsdiure ode 
Fett geworden sein kénnen, da alle diese Vorgdnge zu einer Steigeruny des 
respiratorischen Quotienten hdtten fiihren miissen. Der kurze Ausdruck 
»es verschwindet Zucker“ darf daher nur mit Vorsicht gebraucht 
werden. Er soll nichts weiter sagen als: Der Zucker ist so verindert, 
daB er mit den von uns gebrauchten Methoden nicht wiedergefunden 
werden kann. Wir halten es aber fiir méglich, daB eine weitere Ver. 
besserung der Methodik auf dem von Jost beschrittenen Wege den 
von uns gefundenen Zuckerverlust wesentlich verkleinern wird. 

Eine kurze Bemerkung verdient noch der Versuch der L-Serie \ 
vom 25. August 1925. Hier wurde versehentlich eine doppelt so hoch 
wie gewohnlich konzentrierte Traubenzuckerlésung injiziert. Trotzdem 
halt sich der Zuckerverlust in den gewéhnlichen Grenzen. Es ist also 
wohl méglich, daB der ProzeB, durch welchen in diesen Versuchen der 
Zucker verandert wird, bei der Injektion von 220mg pro 100g Tier 
bereits auf das mégliche Maximum seiner Geschwindigkeit angewachsen 
ist. Indessen ist dies nur eine Méglichkeit, da ja die Werte der Einze!. 
versuche stark schwanken. In der L-Serie V zwischen 13 und 91 mg 


3. Der Zuckerverlust, der bei Injektion von Zuckerlésung und Insulin in 
30 Minuten stattfindet. 

a) Die Insulindosis und der Respirationsversuch. Wir haben friiher 
festgestellt, daB es bei Verwendung von Insulin Brand und gleichzeitiger 
Traubenzuckergabe bei weiBen Mausen eine kritische Insulindosis 
gibt, deren Uberschreitung zu starker Herabsetzung der Oxydations. 
geschwindigkeit und damit zu sehr starker Abkiihlung der Tiere fiihrt, 
obwohl diese noch sicher mehr, durch Reduktion nachweisbaren, 
Traubenzucker enthalten als unbehandelte Hungertiere. Da das Insulin 
kein reiner Stoff ist, handelt es sich hierbei vielleicht um die Wirkung 
toxischer Beimengungen. Mag nun diese Vermutung richtig oder falsch 
sein, in jedem Falle war es nétig, solche toxischen.Dosen zu vermeiden 
Wir haben daher seinerzeit die Insulindosis ermittelt, welche stets 
Steigerung des respiratorischen Quotienten ohne starkere Senkung 
der Oxydationsgeschwindigkeit herbeifiihrte. Wir fanden diese Dosis 
damals im Mittel zu 0,03 klinischen Einheiten pro 100 g Hungermaus 
Als wir aber mit dieser Dosis im Herbst 1924 Versuche tiber den Trauben- 
zuckerschwund (Methode von Parnas und Wagner) anstellten, er- 
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hielten wir keinen gréBeren Traubenzuckerschwund als in den Ver- 
suchen, in denen Zuckerlésung allein gegeben war. Als wir daher zu 
Beginn des Jahres 1925 unsere Versuche in gréBerem MaBe wieder 
aufnahmen, war es zunichst nétig, die passende Insulindosis heraus- 
gufinden. Wir fanden, daB Insulindosen von 0,04 bis 0,06 Einheiten 
pro 100 g Hungermaus weder Oxydationsgeschwindigkeit noch respira- 
torischen Quotienten wesentlich anderten, daB dagegen bei einer Dosis 
von 0,12 Einheiten die toxische Senkung der Oxydationsgeschwindigkeit 
auftrat. Mit Insulindosen von 0,09 Einheiten pro 100g Hungermaus 
wurden alsdann vier Respirationsversuche angestellt. Bei diesen Ver- 
suchen, die im tibrigen genau wie die Versuche mit chemischer Methodik 
angestellt wurden, wurde zunachst durch einen etwa 1 Stunde dauernden 
Versuch der Niichternwert fiir Oxydationsgeschwindigkeit und respira- 
torischen Quotienten ermittelt. Dann erhielten die Tiere die Zucker- 
und. Insulininjektion. Der zweite Respirationsversuch wurde genau 
10 Minuten nach der Injektion begonnen und dauerte 30 bis 33 Minuten 
lang. Das Ergebnis dieser vier Versuche zeigt die Tabelle V. Der fiir 
die Zeit von Minute 10 bis Minute 40 berechnete Wert fiir verbrannten 
Traubenzucker betragt 110 mg pro 100g Tier. Er liegt héher als der 
friher gefundene Wert, der bei einer Insulindosis von 0,03 Einheiten 
pro 100 g Hungermaus fiir die gleiche Zeit 90 mg betragen hatte. Unter 
Zugrundelegung der damals gefundenen Kurve fiir den zeitlichen Verlauf 
der Zuckerverbrennung berechnet sich diese fiir die Minuten 0 bis 10 


in den jetzigen Versuchen auf 49mg Traubenzucker pro 100g Tier 
und es ergibt sich, daB in den ersten 30 Minuten pro 1009 Tier 128 mg 
Traubenzucker verbrannt werden und in den ersten 40 Minuten 159 mg’). 


Tabelle V. 
Respirationsversuche unter Insulin. 





Niichtern Wert r = ny Traubea- ne amy R 
Gewicht to = | verbrenn. we. 5 
Detum —. O, Respi+ O» Respi- brennung eae nach der 
com rationss. ccm rations. berechnet | Fo Injektion 
1925 prolStd. quotient prolStd. quotient fir 0Min, | “39 Min. 
§. II. 21,7 87 | 0,753 92 0,865 28 128 von 10’ bis 43’ 
6. II. 21,1 121 | 0,763 98 0,825 17 80 , 10 , 42 
9. IT. 19,0 110 | 0,737 96 80,825 23 120 Ss ir | 
LIV. 23,0 117 | 0,763 104 0,851 26 113 , 10 , 40 


Mittelwert: 21,2 109 | 0,754 98 | 0,841 23,5 | 110 
In allen, in folgendem zu beschreibenden, Versuchen hat die 
Insulindosis stets 0,09 + 0,003 klinische Einheiten pro 100g Hunger- 
maus betragen. 
1) Methodik des Respirationsversuchs und Berechnung der verbrannten 
Zuckermenge siehe E..J. Lesser, diese Zeitschr. 158, 44, 49, 1924. 
Biochemische Zeitschrift Band 16%. 27 
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Tabelle V1. 
Insulin, 30 Minuten. 
Kontrolltiere Versuchstiere = E .§ eo 
ri ;, : | $55 gees 
seinen mg pro 100g Tier mg pro 100g Tier | fF zi2s Bemer. 
| } | .~% s - 
Traubens) Gly» Get Trauben-| Gly. Gomme "$s Syg= 
1925 zucker | kogen | hydrat | zucker kogen hydrat | 23 7s 4 
6.111 9 12% 215 171 1384 305 206 © 116 * 
10.11... 111 14 | 2250 (179 | 110 290 207-142 = 
13.111.) 114 | 49 | 163 158 143) 301 223 |) 85 see 
17.111. 78 | 96 | 174 129 94 223° 217 | #168 32 
29.111.) 85 | 81 | 166 193 98 291 242 | 117 $n 
1.IV.| 89 | 140 | 229 153 | 127 | 280 218 | 167 Se 
5. 1V, 73 66 | 139 ~=182 84 226 219 92 & 
14. IV. 73 | 179 | 162 165 138 6308s 219 |s«168 < 
ie |i. | mE 
wert: 89 106 195 166 116 282 219 132 
Tabelle VII. 
Insulin in 30 Minuten. 
ve Gesamtkohleby drt in mg + peters Nerschwune 
ee Oe 
1925 | Kontrolltiere | Insulintiere mg mg 
20. V. 279 355 217 141 
27. V. 279 350 224 153 — 
3. VI. 274 368 220 126 : ate 
9VI | 259 361 217 115 : os 
12. VI. 232 316 225 141 — 
17. VI. 231 312 214 133 oh 
19.VI. | = 207 256 | 218 169 — 
_%.VL | | 190 
Mittelwert: | 255 328 219 146 
Korrigierter || 
Mittelwert: | 229 295 219 153 
30.VI. | 258 309 221 170 
8.VIl 26 | 39 218 94 Methode 
M4.vI. | 277 | «+418 «| all 70 Total- 
18, TX. 261 322 209 148 hydrolyse 
22. 1X. | 272 305 215 182 PLW.S. 
25. IX. 250 355 220 115 L-Serie VI, 
28. IX. 275 375 227 127 je 16 Tiere 
ae” Set eer ee ie, a ae | 
Mittelwert: | 265 | 350 | 216 131 
Korrigierter | 
Mittelwert: | 238 315 216 139 


b) Der durch chemische Analyse erhaltene Zuckerverlust. In 
Tabelle VI ist die B-Serie, in Tabelle VII die L-Serien der Versuche 
wiedergegeben, bei denen Zucker und Insulin gleichzeitig gegeben 
wurde, bei einer Versuchsdauer von 30 Minuten. In der B-Serie betragt 
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der gefundene Zuckerverlust 132 mg. In der L-Serie IV 153 mg, in der 
L-Serie VI 139 mg. Die maximale Differenz der einzelnen Serien betragt 
demnach 22 mg, wihrend sie in den Versuchen, in denen Zucker allein 
injiziert wurde, nur 10 mg betragen hatte. Da aber auch diese Differenz 
den Fehlergrenzen der Methode noch recht nahe liegt, soll hierauf keine 
Riicksicht genommen werden und der Mittelwert aus allen drei Serien 
als endgiiltiger Wert gezogen werden. Dann ergibt sich ein Zuckerverlust 
von 141mg pro 100g Hungermaus in 30 Minuten (Mittelwert aus 
48 Tieren). Der in gleicher Weise wie oben bei den Versuchen ohne 
Insulin berechnete mittlere Fehler dieses Wertes betrigt + 6 mg. 
Durch die gleichzeitige Insulingabe wird also der Zuckerverlust von 
67 auf 141 mg gesteigert; er nimmt also auf etwas iiber das Doppelte 
zu. Der ProzeB, durch welchen der Zucker verschwindet, ist aber jetzt 
ein anderer. Das beweist die gleichzeitige Steigerung des respiratorischen 
Quotienten. Aus dieser und der Oxydationsgeschwindigkeit hatten 
wir eine Verbrennung von 128mg Traubenzucker berechnet. Wir 
finden durch die chemische Analyse einen etwas gréBeren Zuckerverlust, 
nimlich 141 mg. Die Differenz zwischen berechnetem und gefundenem 
Zuckerverlust betrdgt 13 mg oder 11 Proz. des berechneten Wertes. Diese 
Differenz fallt fast in die Fehlergrenzen der Bestimmungsmethode. 
Sie macht es sehr wahrscheinlich, daB aller Zucker, der unter Insulin- 
wirkung verschwindet und nicht zu Glykogen geworden ist, oxydiert 
wird. Um einerseits die Genauigkeit unserer Methodik noch weiter 
zu prifen, andererseits nachzusehen, ob auch zu einem anderen Zeit- 
punkt die berechnete Zuckerverbrennung und der durch die chemische 
Analyse zu findende Zuckerverlust von gleicher GréBenordnung sind, 
haben wir noch drei weitere Versuchsserien angestellt, in denen das 
Insulin 40 Minuten im Tierkérper wirken konnte. 


Wir haben endlich in der Serie VI bei je sechs Versuchs- und je sechs 
Kontrolltieren die Differenz zwischen beiden im Gesamtkohlehydratgehalt 
nach zwei verschiedenen Methoden ermittelt, einmal nach der bereits an- 
gegebenen Methode, das zweite Mal, indem wir aus dem eingeengten Filtrat 
vom Schwefelquecksilber die Kohlehydrate mit der Kupfer-Kalkfallung aus- 
fallten, um zu zeigen, daB die bei der Totalhydrolyse mitbestimmten 
reduzierenden Substanzen, welche keine Kohlehydrate sind, bei diesen 
Versuchen, in denen es nur auf die Ermittlung der Differenz zwischen 
Versuchs- und Kontrolltieren ankommt, nicht stéren. Im Mittel aus sechs 
Tieren fanden wir diese Differenz nach der Methode der Totalhydrolyse 
zu 29,9 mg, nach der Kupfer-Kalkmethode zu 29,6 mg. Beide Methoden 
liefern daher fiir die Differenz im wesentlichen iibereinstimmende Werte. 


4. Der Zuckerverlust, der bei Injektion von Traubenzucker und Insulin in 
40 Minuten stattfindet. 
Die Ergebnisse der 40 Minuten dauernden Versuche zeigen die 
Tabellen VIII und IX. Der gefundene Zuckerverlust betragt in der 
27* 
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Tabelle VIII. 
Insulin, 40 Minuten. 
K liti Vv bsti jizi ‘ s 
mg sro 100 g Tier mg pro 100 g Tier a br * 
— i) S é : zucker —- 2 
_ a ~~. - - ~~. r ~ 
42) ah) HE 42) gh HE mem ae 
1925 £2 | Ce | 8Sa) FR | SS Sls 100g Tier | 1008 Bs 
18, V. 75 | 60 | 135) 121 | 76 | 197 232 170) 
22. V. 55 | 77 | 132) 118 | 71 | 189 230 173 $e 
25. V. 57 | 57 | 114 | 113 | 115 | 228 230 116 as 
2VL | 87 | 65 | 152 135 115 | 250 222 1% || <s 
14. Vi. | 106 | 83 | 189 143 | 96 | 239 216 166 Ss 
19. VI. 97 | 81 | 178) 145 | 87 | 232 | 220 166 be 
23.VI. 75 | 91 | 166 | 145 | 95 | 240 | 222 148 a5 
26.VI. 98 | 84 | 182 152 | 108 | 260 231 153 =3 
Mittelwert: 81 75 | 156 | 134 | 95 | 229 225 152 
Tabelle 1X. 
Insulin, 40 Minuten. 
Kontrolltiere Versuchstiere gs | Se 
mg pro 100 g Tier mg pro 100g Ther su a8 
Datum we | —i ~s | 88 
} +e g nich Ss | € , §= Eye Bemerkungen 
= . EL Sus 
jabs, 2 (925 883) 2 925 28 | #32 
as || 84) 6 [OM*) 82) G (O44) By [oS 
17. 11 | 187 75 | 262 | 230| 111 341 202 + 123 diate 
25. 1. 195 72 | 267 | 235) 71 306 229 190 | ae 
10.111. | 214) 61 | 275 | 234) 66 300 215 | 190 Wagner, 
16.111. | 153 | 76 | 229 | 171; 90 261 217 = 185 ao. = » 
23.111. | 155 | 60 | 215 | 232 | 72 304 214 | 125 _ 
Mittelwert: 181 | 69 | 269 220| 82, 302 215 | 163 
Korrigierter 163 69 232 | «198| 82 280 | 215 | 167 
a.Iv. | —| — | 254  — | — | 347 © 218 | 125) Totalhydrolyse, 
5. V. —| —/5 |) — | — | 290 216 | 176 i ©. » 
| P we = r % < ere 
Mittelwert: — — 252, — | — | 319 | 150 
Korrigierter | 217 
Mittelwert : — |937 || — | — | ses |) | 156 
6. X. wll reel — | — | 385 | 218 | 86 
8. X. — | 255 || — | — | 3% | 320 | 141 
4X. | — | — | 281) — | — | 338 | 215 | 158 |], Methods: 
16. X. —|—/215 | — | — | 291 216 | 140 aa.” 
20, X. —| — | 223) — |) — | 333 226 | 116 fy 
22. X. —| — |25 | — | — | 200 | 220 | 156 a ag 
a» —| —/| 61 | — | — | 300 | 217 | 178 oad 
2.X.  — — | 31) — |) — | 303 2 | 159 — 
Mittelwert: | — | — | 247 / — | — | $23 |) ,., | 142 
a no eee 149 
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Tabelle X. 





| Verbrannte Laut 
Zahl o. Mittleres Gewicht der Insulindosis Injizierte | Ver. | Zucker»  chemischer 
Tiere, } pro Zucker: | Bs A \menge in mg Analyse ver- 
— ~~ 100g Tier | menge k-d 100g | schwundene 
ss Kontrolle Versuchse | Klimische 100g | dauer | Ther (Ree |” Zucker. 
sesoge —" ee Einheiten in mg | spirations- menge in mg 
we —_ | Min. | versuch) pro 100g Tier 





Bemerkungen 


| 20.96 | 21,00 0 219 | 30 o | 67+45 
| 206 20.7 0,09 218 = 30 1288 | 14146 
| 208 20,7 0,09 220 2 «(40 159 155 + 5 


»bol, 


B-Serie 152 mg, in der L-Serie II 167 mg, der L-Serie III 156 mg und der 
L-Serie VII 149 mg. Die maximale Differenz zweier Serien (B-Serie zu 
L-Serie Il) betrigt 15mg. Also besteht zwischen den B- und L-Serien 
keine die Fehlergrenzen erheblich iibersteigende Differenz. Der aus 
46 Versuchs- und 46 Kontrolitieren gezogene Mittelwert betrdgt 155 +- 5 mg. 
Er stimmt mit dem auf Grund der Respirationsversuche fiir den in 
40 Minuten verbrannten Zucker berechneten Wert von 159 mg iiberein. 
Die Differenz liegt véllig in der Fehlergrenze der Versuchsmethode. 
Diese Differenz war im 30-Minuten-Versuch gréBer, hier war ferner die 
berechnete Zuckerabnahme kleiner als die gefundene. Es kann dies 
damit zusammenhingen, daB in den ersten 30 Minuten auch unter 
Insulinwirkung der ProzeB noch eine geringe Rolle spielt, durch; welchen 
injizierter Zucker so verandert wird, daB er mit unserem analytischen 
Verfahren nicht mehr nachweisbar ist (ohne dabei aber verbrannt zu 
werden und damit den respiratorischen Quotienten zu steigern). Es 
scheint uns auf Grund von allerdings noch zu wenig zahlreichen Ver- 
suchen, daB der, bei der Injektion von Zucker allein in den ersten 
30 Minuten scheinbar verschwindende Zucker spater unter Steigerung 
des respiratorischen Quotienten verbrannt wird. Die Verbrennung 
beginnt etwa 60 Minuten nach der Injektion. Dieser ProzeB, den wir 
in den ersten 30 Minuten nach Zuckerinjektion fanden, kénnte vielleicht 
auch der Verbrennung des Zuckers bei Gegenwart von injiziertem 
Insulin vorangehen. Er wiirde aber in diesem Falle durch die rapide 
Verbrennung des Traubenzuckers tiberlagert werden und wohl nur in 
den ersten Minuten nach der Injektion bei der Maus deutlich nach- 
weisbar sein. Denn die nach 30 Minuten gefundene Differenz zwischen 
dem laut chemischer Analyse verschwundenen Zucker und der auf 
Grund des Respirationsversuchs berechneten Zuckerverbrennung liegt 
den Fehlergrenzen der Methodik zu nahe, um sichere Schliisse zu ge- 
statten. Fiir unsere Hypothese kénnte der Befund von Krogh') an- 
gefiihrt werden, der beim kurarisierten Kaninchen fand, daB die Senkung 


B-Serie IV, je 16 Tiere 


1) A. Krogh, Deutsch. med. Wochenschr. 49, 1321, 1923. 
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des Blutzuckers bei der Insulinwirkung der Steigerung des respira. 
torischen Quotienten zeitlich voranging. 

Das Ergebnis simtlicher Versuche haben wir zur klareren Ver. 
anschaulichung noch einmal in Tabelle X zusammengefaBt, die auc 
das Mittelgewicht der benutzten Versuchs- und Kontrolltiere, sowie 
den Mittelwert der injizierten Traubenzuckermenge enthilt. Dic 
Tabelle sagt aus: Bei Injektion von 219mg Zucker verschwinden jy 
30 Minuten 67 mg Traubenzucker pro 100 g Tier, welche nicht verbrannt 
sein kénnen oder durch einen ProzeB verindert, welcher wie Milchsaure. 
oder Fettbildung den respiratorischen Quotienten beeinflussen wiirde 
Bei gleichzeitiger Insulingabe von 0,09 klinischen Einheiten pro 100, 
Tier verschwinden in 30 Minuten 13 mg Traubenzucker (entsprechend 
11 Proz. des injizierten Traubenzuckers) mehr, als laut Berechnung des 
Respirationsversuchs verbrannt sind, in 40 Minuten 4mg _ weniger 
Die Differenz in dem gesamten Kohlehydratgehalt der Tiere zwischen 
der 30. und 40. Minute sollte auf Grund der Berechnung des 
Respirationsversuches 31 mg betragen. Sie betrigt nur l4mg. Es 
findet sich also eine Differenz fiir diesen Wert von 17 mg zwischen dem 
berechneten und dem gefundenen Wert. Diese Differenz liegt den 
Fehlergrenzen der Methodik so nahe, daB es uns nicht méglich scheint, 
aus ihr weitere Schliisse zu ziehen. 

Die Hypothese der Mac Leodschen Schule, daB der unter Insulin. 
wirkung verschwindende Zucker zum gréBeren Teile nicht verbrannt, 
sondern in eine unbekannte Verbindung umgewandelt werde, ist durch 
diese Versuche unméglich gemacht. Es gibt zwar einen ProzeB, bei 
dem der Zucker scheinbar verschwindet, ohne verbrannt zu werden. 
Dieser ProzeB findet sich aber, deutlich ausgesprochen und quantitativ 
faBbar, nur beim Hungertier. Fiir dieses hat es Staub) aber 
recht wahrscheinlich gemacht, daB es unter Insulinmangel steht. Wir 
méchten auBerdem noch einmal betonen, daB dieses Verschwinden 
von Zucker beim Hungertier, fiir das im Gaswechsel kein Aquivalent 
gefunden werden kann, wohl nur ein scheinbares ist. Es handelt sich 
vielleicht nur um eine Anderung der Reduktionskraft des injizierten 
Kohlehydrats. Ferner kénnte eine Veresterung mit Phosphat das 
scheinbare Verschwinden in unseren Versuchen ganz oder zum Teil 
erkjiren. Es handelt sich bei diesem Vorgang wohl um den seit langem 
bekannten ProzeB, den wir friiher auf die Glykogenarmut der Leber 
zuriickfiihren wollten. Er kommt, wie es scheint, in quantitativ fab- 
barer Weise nur zum Vorschein, wenn einem Hungertier gréBere 
Kohlehydratmengen zugefiihrt werden. Wir wollen ihn in Zukunft 
nach seinem Entdecker Johannsen*) als Johannseneffekt bezeichnen. 
1) A. Staub, Insulin, 2. Aufl., S. 88ff. Berlin, Springer, 1925. 

2) Johannsen, Skand. Arch. Phys. 21, 1, 1909. 
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Wir halten es jetzt fiir recht wahrscheinlich, daB die von Staub') fiir 
den Johannseneffekt gegebene Erklarung richtig ist. In diesem Falle 
bliebe nur noch die Frage aufzuklaren, welche chemische Verainderung 
es ist, durch die in unseren Versuchen die Reduktionsfahigkeit des 
injizierten Zuckers in den ersten 30 Minuten um etwa 30 Proz. abnimmt. 


5. Das Verhalten des Glykogens. 


Simtliche erhaltene Glykogenwerte sind in der Tabelle XI zu- 


sammengestellt. 
Tabelle XI. 


Die Anderungen des Glykogengehalts. 





Mittelgewicht 

eines Tieres 
in g Injiziert 
_T. || «wurden 


Bemerkungen 


dauer 


Versuchs. 


pro 100g 
Tier 


Tierzabl 


Kontroll- 
tiere 


1925 


ss 


B-Serie V 


August 
Anal, L 


24. XT. 
Mittelwert : 
11. V. . Anal. B 
5. XI. 9 17 “er” 
10. XT. | 5) lg 17,7 218 66 | a 


Mittelwert : — _— 


Marz 20,6 20.4 216 106 | 116 B-Serie IIT 
17.X1. 6 30 189 189 213 67-83 Anal. L 


Mittetweet: 22] — || — | — |/215 95 | 107 
Mai = 16 | 40 20,8 20,8 (225 75 | 95 20 B-Serie IV 


Drei Werte entstammen den B-Serien IIT, IV und V und stellen die Mittel- 
werte aus je acht Einzelversuchen dar, die nach der bereits mitgeteilten 
Methode erhalten wurden. Bei den iibrigen in der Tabelle mitgeteilten 
Analysen wurde in folgender Weise verfahren. Die in der iiblichen Weise 
vorbehandelten Tiere wurden eins nach dem anderen mit der Zucker- oder 
der Zucker-Insulinlésung injiziert. Der Moment der Injektion wurde jedes- 
mal durch einen Assistenten notiert. Eine dem Gesamtgewicht der Tiere 
entsprechende Menge 60proz. Kalilauge wurde unterdessen in einem groBen 
Kjeldahikolben im siedenden Wasserbade auf 100° erhitzt. War die ent- 
sprechende Zeit nach der Injektion vergangen, so gab dies der Assistent an. 
Das betreffende Tier wurde dann durch Schlag auf den Kopf getétet, 
sofort unzerkleinert in die heiBe Kalilauge geworfen und kraftig umge- 
schiittelt. Gleichzeitig behandelte eine zweite Person das dem betreffenden 
Injektionstier entsprechende Kontrolltier in genau derselben Weise. Wenn 
alle Tiere sich in der Kalilauge befanden, wurde nochmals langere Zeit 
kraftig geschiittelt und die Analyse nach Pfliiger zu Ende gefiihrt. Die 


c 


Insulin 0,09 klin. Einheiten 





1) Staub, Insulin, 2. Aufl., 8. 70ff. 
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Mittelwerte sind stets (wie auch in allen vorausgehenden Tabellen) i, 
folgender Weise gezogen. Wenn beispielsweise ein Mittelwert aus 16 Tiere 
und einer aus 6 Tieren vorlag, wurden beide vereinigt, indem der erste 
mit 16, der zweite mit 6 multipliziert wurde. Die beiden so erhalteney 

GréBen wurden addiert, die Summe durch 22 dividiert. 


Die Tabelle ergibt zunichst fiir die Zeit 30 Minuten nach de 
Injektion von Traubenzucker eine Zunahme von 4mg Glykogen pr 
100 g Tier, das entspricht 6,7 Proz. des Glykogengehaltes der Kontro)l. 
tiere. Demnach ist nicht mit Sicherheit zu sagen, ob bei Injektion voy 
Zucker innerhalb der nachsten 30 Minuten eine minimale Glykogen.ff, 
bildung stattfindet oder nicht. Wird dagegen auBer Traubenzuckerfl. 
noch Insulin injiziert, so betriagt die Glykogenzunahme bereits 15 Mi. 
nuten nach der Injektion 19mg oder 33 Proz. des Glykogengehaltes 
der Kontrolltiere. Es kann also keinem Zweifel unterliegen, daB das 
Insulin ebenso wie die Oxydation des Traubenzuckers auch seine 
Polymerisierung zu Glykogen erheblich beschleunigt und auch in diesem 
Punkte kann die Anschauung der Mac Leodschen Schule nicht mehr 
aufrechterhalten werden. Eine halbe Stunde nach der Insulininjektion 
betrigt die Glykogenbildung 12mg, hat also gegeniiber der nach§* 
15 Minuten gefundenen um 7 mg abgenommen, nach 40 Minuten wird 
sie wieder zu 20 mg gefunden. Die Abnahme des Glykogens zwischen 
der 15. und 30. Minute ist vermutlich auf eine weniger gute Uber. 
einstimmung des Glykogengehaltes der Versuchs- und Kontrolltiere 
vor der Injektion zuriickzufiihren. Wiirde man die Zahl der analysierten Tag 
Tiere noch weiter vermehren, so wiirde sich die Glykogenbildung nach 
30 Minuten wahrscheinlich zu der gleichen GréBe erheben wie fiir dief™°"* 
Zeit 15 bis 40 Minuten nach der Injektion. Demnach ergibt sich, dai Dale 


unter unseren Versuchsbedingungen sofort nach der Insulininjektion sism 
eine Glykogenbildung stattfindet, die bereits spatestens nach 15 Minuten Wir 
nun 


ihr Maximum erreicht hat. Von da an bleibt das neugebildete Glykogen 
konstant, obwohl der Gehalt des Tieres an freiem Zucker dauernd rasc)h 
sinkt. Wenn wirdaher nach dem Vorgange von Meyerhof den Quotienten :[2¥'5 





gesamter verschwundener Traubenzucker mere 

verbrannter Traubenzucker befiz 

bilden wollen, miissen wir die Verhialtnisse, die sich 15 Minuten nach — 
der Injektion finden, zugrunde legen. Fiir die Zeit von 15 Minuten a 
ergibt die Rechnung auf Grund des Respirationsversuches eine Trauben- - 
zuckerverbrennung von 71 mg pro 100g Tier. Die chemische Analyse poe 


ergibt eine gleichzeitige Synthese von 19mg Glykogen Wenn also 
71mg Traubenzucker verbrennen, verschwinden im ganzen 90 mg 
Traubenzucker oder pro 1 Mol verbrannten Traubenzuckers ver- 
schwinden 1,27 Mole Traubenzucker. Meyerhof fand am Muskel hierfiir 
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len) infhinen Wert von 2 bis 6 Molen. Unser Wert liegt also ganz erheblich 


Tierey 
or erst 


piedriger, er liegt aber auch niedriger als die Werte, die sich aus den 


altene,glersuchen von Burn und Dale’), sowie von Ringer*) berechnen. Es 
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ht indessen aus den Versuchen ven Boukaert und Stricker*) hervor, 
ja auch erheblich héhere Quotienten gefunden werden kénnen. Daraus, 
ja8 in unseren Versuchen das Maximum der Glykogensynthese bereits 
pach 15 Minuten erreicht wird, méchten wir schlieBen, daB die Ge- 
+hwindigkeit der Glykogensynthese unter Insulinwirkung (neben der 
w6Be der Insulindosis) vor allem von der Zuckerkonzentration im 
yewebe abhangig ist. Beide GréBen zu veriindern, war bei unserer 
ersuchsanordnung nicht gestattet. Wiirde man beide GréBen variieren, 
) waren vielleicht auch bei der hungernden Maus Verhiltnisse erhaltbar, 
i denen die Glykogensynthese im Verhiltnis zur Glucoseoxydation 
berwiegen wiirde. 

Im ganzen haben die im vorstehenden mitgeteilten Versuche 
sere vor 2 Jahren geiuBerte Hypothese, daB die Insulinwirkung 
zum gréBten Teile in einer Beschleunigung des gekoppelten Prozesses 
von Traubenzuckerverbrennung und Glykogensynthese bestehe, vollauf 
bestatigt. Unterdessen haben die grundlegenden Versuche von Burn 
und Dale zu Ergebnissen gefiihrt, welche mit den unserigen im wesent- 
lichen tibereinstimmen. Wenn manche Autoren auf dem Insulingebiet 
in letzter Zeit einen méglichst weitgetriebenen Skeptizismus an den 
Tag legen und sich zum sokratischen ovdev oda bekennen (was dann 
freilich eigene weitgehende Hypothesen nicht ausschlieBt), so liegt das 
meist daran, daB sie gerade diese wichtigen Versuche von Burn und 
Dale mit Schweigen iibergehen. Warum wir einen derartigen Skepti- 
zismus fiir unbegriindet halten, haben wir an anderer Stelle dargelegt. 
Wir glauben durch die vorliegenden Versuche unsere Anschauung 
nunmehr auch experimentell begriindet zu haben. 


Es sei zum Schlusse noch kurz auf eine bemerkenswerte Analogie 
zwischen unseren Versuchen und den Arbeiten tiber den totalen 
Phlorrhizindiabetes hingewiesen, wie sie besonders aus dem Luskschen 
Institut hervorgegangen sind. Das im totalen Phlorrhizindiabetes 
befindliche Tier kann nach den Angaben der Luskschen Schule kein 
zugefiihrtes Kohlehydrat verbrennen. Gibt man ihm Insulin, so ver- 
brennt es aber, wie Ringer gezeigt hat, den zugefiihrten Traubenzucker. 
Wenn dabei im Phlorrhizintier 100 Teile Traubenzucker verschwinden, 
werden 60 Teile verbrannt, 40 Teile zu Glykogen. In den ersten 
30 Minuten nach der Injektion von Traubenzucker bei der Hunger- 










1) Burn und Dale, Journ. of Phys. 59, 164, 1924. 
*) Ringer, Journ. of biol. Chem. 58, 483, 1923. 
3) Boukaert und Stricker, Soc. biol. 91, 102, 1924. 
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maus haben wir genau die gleichen Verhaltnisse. Von dem injizierten 
Traubenzucker kann nichts verbrannt werden. Gibt man gleichzeitig 
noch Insulin, so beginnt dagegen sofort die Traubenzuckerverbrennung. 
Von 100 Teilen Traubenzucker, welche nach 15 Minuten verschwun«den 
sind, werden 80 verbrannt und 20 zu Glykogen synthetisiert. Es besteht 
mithin eine weitgehende Analogie. Nur die quantitativen Verhiltnisse 
sind etwas verschieden, vermutlich weil die Gluconeogenie aus Eiwei{ 
beim Phlorrhizintier und beim Hungertier verschieden ist. 

Der Zwiespalt, den man eine Zeitlang zwischen der Insulinwirkung 
beim normalen Hungertier und beim pankreasdiabetischen Tiere sehey 
wollte, besteht daher nicht. Wiahlt man die Insulindosis richtig, d. h 
nicht toxisch, und gibt gleichzeitig Kohlehydrat, so daB die abnorm 
hohe Gluconeogenie, welche das Phlorrhizintier ebenso wie das pankreas. 
diabetische Tier zeigt, irgendwie nachgeahmt wird, so ergibt sich auch 
beim Hungertier das bekannte Bild der Insulinwirkung, das schon 
Bantings erste Versuche am pankreasdiabetischen Hunde brachten: 
Beschleunigung der Zuckerverbrennung und Beschleunigung der 
Glykogensynthese. 
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(ber Fallung des Traubenzuckers nach Salkowski-van Slyke. 
Von 
E. Bissinger. 
Aus dem Laboratorium der stadtischen Krankenanstalten in Mannheim.) 


(Eingegangen am 3. Dezember 1925.) 


In der biochemischen Methodik wird der Traubenzucker meistens 
durch Reduktionsmethoden quantitativ bestimmt. Dabei entsteht 
hiufig die Frage, wieweit Nicht-Kohlenhydrate an der Gesamtreduktion 
beteiligt sind. Um dies zu entscheiden, hat man meistens die sogenannte 
.Restreduktion“ bestimmt, welche nach vollstandiger Vergirung durch 
Hefe noch iibrig bleibt, ein, namentlich bei kleinen Zuckermengen, nur 
schwierig durchzufiihrendes Verfahren. Ich habe nachgesehen, ob die 
Methode, den Traubenzucker nach Salkowski-van Slyke!) mit Kupfer 
und Kalk zu fallen, fiir soleche Zwecke vielleicht brauchbar ist. Die 
Frage war, ob der durch Kupfer und Kalk ausgefillte Traubenzucker 
nach Lésung in Essigsiure und Entfernung des Kupfer- und Calcium- 


acetats (durch Fiallung mit Schwefelwasserstoff und Kaliumoxalat) 
bei der Reduktionsanalyse quantitativ wieder erhaltbar wire. Dies 
ist in der Tat der Fall. Bei Verwendung von 20 und 34mg Glucose 
werden, wie die Tabelle zeigt, 96 bis 100 Proz. wieder gefunden. Ebenso 





Angewendet Wiedergetunden | Verlust on 
mg Proz. 


24.9 
19,7 


33,9 

26,9 

29,7 

40,8 

38,1 

1) Salkowski, Pfliigers Arch. 6, 220, 1872; Zeitschr. f. physiol. Chem. 

3, 79, 1879; S. Yoshimoto, ebendaselbst 56, 425, 1908; Worm, Miiller und 

Hagen, Pfliigers Arch. 17, 568, 1878; C. Neuberg, Kohlenhydrate im Hdb. d. 

Biochem. von Oppenheimer, I1. Aufl., 1, 502; van Slyke, Journ. of. biol. 
Chem, 82, 455, 1917; mir im Orginal nicht zuganglich. 
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verhalt sich die Lavulose, von der 97 bis 98 Proz. wiedergefundey 
wurden. Notwendig ist es dabei, solange der Traubenzucker bei alka. 
lischer Reaktion mit dem Kupfersalz in Beriihrung ist, stark zu kiihley 
Das im einzelnen von mir angewendete Verfahren ist im folgendey 
kurz beschrieben : 

In einem etwa 75 ccm fassenden Zentrifugenglas werden bis 30 cen, 
Zuckerlésung, 4ccm 10proz. Kupfersulfatlésung und 10cem 10proz 
Kalkmilch vermischt. Samtliche Lésungen waren vor der Mischung 
auf 0° abgekiihlt. Das Gemisch bleibt unter Schiitteln 20 Minuten be; 
0° stehen, dann wird scharf zentrifugiert. Die Glisertriger der Zentri. 
fuge, welche die Kupferkalkmischung aufnehmen, werden vorher durch 
Einpacken in eine Kaltemischung auf etwa — 15° abgekiihlt. Vom 
Zentrifugenriickstand wird abgegossen ; ohne auszuwaschen, wird dieser 
in 20 cem Wasser von 0° aufgeschwemmt. Unter standigem Riihren 
werden 5ccm 50proz. Essigsiure zugesetzt. Nach erfolgter Lésung 
(weiBe Triibung von Gips belanglos) wird in ein 50-cem-MeBkélbchen 
tibergefiihrt und aufgefiillt. Das Kupfer wird mit Schwefelwasserstoff 
entfernt; nach Entfernung des Schwefelwasserstoffs aus dem Filtrat 
vom Schwefelkupfer werden 45 ccm in ein 75 ccm fassendes Zentrifugen- 
glas pipettiert. Dieses wird im Wasserbad auf 100° erhitzt und mit 
9,5 bis 10 ccm kochender 25proz. Kaliumoxalatlésung versetzt. Nach 
der Fillung wird noch eine Viertelstunde im kochenden Wasserbad 
belassen, dann wird das Calciumoxalat abzentrifugiert. Die iiber- 
stehende Fliissigkeit muB kalkfrei sein (Priifung mit Kaliumoxalat). 
Sie wird in eine glaserne Abdampfschale abgegossen, das Calcium- 
oxalat wird dreimal mit je 10cem Wasser ausgewaschen, die Wasch. 
wisser werden zu dem ersten Zentrifugat hinzugesetzt und nach Ein- 
engen auf passendes Volumen der Zucker nach Bertrand bestimmt. 
Der im Filtrat befindliche Uberschu8 von Oxalat braucht nicht entfernt 
zu werden, da Kontrollversuche ergeben haben, daB die Anwesenheit 
entsprechender Oxalatmengen in reinen Traubenzuckerlésungen den 
exakten Ablauf der Bertrandbestimmung nicht beeintrichtigt. 
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Uber die Gewichtsanalyse der EiweiSkérpergruppen 
des menschlichen Blutplasmas 
bei erlaubter Verarbeitung von Salzplasma. 
Von 


Wilhelm Starlinger. 


(Aus der Il. medizinischen Universitatsklinik in Wien.) 


(Eingegangen am 3. Dezember 1925.) 


I. Einleitung und Fragestellung. 

Es darf grundsitzlich gefordert werden, daB jede methodische 
Beurteilung von Eigenschaften oder Bestandteilen biologischer Fliissig- 
keiten von der Priifung derselben in nativem (d. h. in keinerlei Weise 
kiinstlich beeinfluBtem) Zustande ausgehen muB: Die Einfiihrung 
fremder Einwirkungen zum Zwecke methodisch-technischer Verein- 
fachung darf erst dann in Betracht gezogen werden, wenn der experi- 
mentelle Nachweis gleichen Priifungsergebnisses im nativen und 
kiinstlich beeinfluBten Substrat erbracht wurde. 

Diese Forderung wurde bis in die jiingste Zeit bei Verarbeitung 
des menschlichen Blutplasmas nicht beriicksichtigt: Es kam bei ver- 
schiedenster Fragestellung lediglich kiinstlich in mannigfacher Weise 
zum Zwecke der Gerinnungsverhinderung beeinfluBtes Plasma zur 
Verwendung; ebenso wurde auch die mafanalytische Bestimmung der 
EiweiBkérpergruppen bis vor kurzem ausnahmslos im _ kiinstlichen 
Plasma durchgefiihrt. 

Da nun einerseits die Gewinnung und Verarbeitung nativen 
menschlichen Blutplasmas zwar durchaus regelmaBig gelingt, jedoch 
mit gewissen technischen Schwierigkeiten verbunden ist, andererseits 
aber die Gerinnungsverhinderung durch entsprechende Zusatze eine 
groBe Zeit- und arbeitstechnische Férderung vermittelt, scheint es an- 
gebracht, die letztere Méglichkeit im Rahmen aller jener Versuchs- 
anordnungen auszunutzen, fiir welche die eingangs aufgestellte For- 
derung durch entsprechende experimentelle Priifung erfiillt wurde. 
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In vorausgehenden Mitteilungen') wurde im Rahmen einer 2y. 
sammenfassenden theoretischen und experimentellen Priifung de; 
quantitativen Bestimmung der gerinnungsfahigen EiweiBkérpergrup), 
des menschlichen Blutplasmas (des sogenannten ,,Fibrinogens“) de; 
Nachweis gefiihrt, daB die gravimetrische Bestimmung derselben ¢; 
gleiches Ergebnis im spontan geronnenen Nativplasma und im recale:. 
fizierten Salzplasma vermittelt: Es darf also die Verarbeitung en). 
sprechend gewonnenen Kunstplasmas zum Zwecke der Wagungs. 
bestimmung des gerinnungsfihigen PlasmaeiweiBes als statthaft by. 
zeichnet werden ?). 


In weiteren Mitteilungen*) wurde im Rahmen gleicher Priifuny 
hinsichtlich der beiden wichtigsten SerumeiweiSkérpergruppen: der 
(N H,),S0O,-Halbsattigungsfraktion (der sogenannten ,,Globuline’ 
und der (NH,),SO,-Ganzsiattigungsfraktion (der sogenannten ,,Albu. 
mine*‘) die gravimetrische Bestimmung nach entsprechendem Aushay 
als besonders leistungsfihig erkannt. Eine Priifung des Einflusses 
fremder Salzanwesenheit wurde nicht durchgefiihrt, da bei Verarbeitung 
gewohnlichen Vollblutserums oder aus nativem Plasma gewonnenen 
Plasmaserums derartige Zusitze sich in der Regel eriibrigen. Da sich 
aber bei biologischen Serienversuchen die Notwendigkeit einfachster 
Methodik bei gréBter Zuverlissigkeit und geringem Materialverbrauch 
ergibt, welche Forderungen im Rahmen der MaBanalyse der mensch. 
lichen PlasmaeiweiBkérper nur erfiillt werden kénnen, wenn einerseits 
doppelte Gewinnung des Ausgangssubstrats, andererseits tiberfliissige 
Blutentnahme vermieden wird, erweist sich die gleichzeitige Bestimmung 
aller drei groBen EiweiBkérpergruppen im Salzplasma als vorteilhaft. 


Im folgenden soll die Methodik und experimentelle Kritik eines 
derartigen Verfahrens, welches sich bei groBer Zuverlissigkeit und 
geringem Materialverbrauch als besonders expeditiv bewahrt hat, kurze 
Darstellung finden. 


Il. Die Priifung der methodischen Grundlage. 


Die Verwertung maBanalytischer Ergebnisse bei Verarbeitung 
besalzten Blutplasmas erfordert, falls der Zusatz des Salzes zum Vollblut 
und nicht zum vorher vom zelligen Blutanteil befreiten Plasma vor- 


1) Diese Zeitschr. 140, 1923; 148, 1924; 157, 1925. 

*) Es muB8 ausdriicklich betont werden, da8 diese Feststellung woh! 
fiir die gravimetrische Analyse, nicht aber z. B. fiir die beliebte refrakto- 
metrische Bestimmung Geltung besitzt, in deren Rahmen die Verarbeitung 
von Salzplasma unzulassig ist, da der Salzzusatz Anderungen der spezifischen 
Refraktion nach sich zieht. 

’) Diese Zeitschr., Mitteilung I bis ITI, 160, 1925. 
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genommen wird (in welchem Falle der angestrebte Zweck der Arbeits- 
erleichterung hinfallig wiirde), die genaue Kenntnis des Mengen- 
verhaltnisses: Blutplasma/Blutzellen; diese Bestimmung kann einer- 
seits nur nach dem Hamatokritprinzip erfolgen, darf aber andererseits 
keine arbeitstechnische Belastung bedeuten; diese kann nur vermieden 
werden, wenn die Hamatokritbestimmung im Rahmen des Haupt- 
verfahrens zur Durchfiihrung kommt, also im Salzplasma erfolgen darf. 

Diese Forderung kann in folgender Weise erfiillt werden: Die 
Zentrifugierréhrchen, in denen zelliger und fliissiger Blutanteil getrennt 
werden, dienen in der Weise unmittelbar als Hamatokritréhrchen, 
daB ihre lichte Weite peinlich gleich gehalten und der Réhrchenboden 
flach angeschliffen wird; die Réhrchen tragen drei Marken, welche 
Mengen abgrenzen, die sich wie 1 : 9: 10 verhalten, also bei Verwendung 
des Mindestvolumens von 2,5 cem: 0,25 — 2,25 — 2,5 ccm entsprechen ; 
die Volumina zwischen Boden und erster Marke sowie zwischen mittlerer 
und oberster Marke sind also gleich. Wird nun das Réhrchen mit einer 
Salzlésung, welche einerseits die Gerinnung verhindert, andererseits 
das Volumen der Blutzellen nicht andert, bis zur untersten Marke 
beschickt, mit Blut bis zur obersten aufgefiillt und darauf bis zur 
Volumenkonstanz des zelligen Sediments zentrifugiert, so verhalten 
sich zelliger und fliissiger Blutanteil wie die mit dem MillimetermaB 
ablesbare Entfernung: Réhrchenboden/obere Sedimentgrenze und die 
Entfernung: Sedimentgrenze/mittlere Marke ; die durch die Salzlésung 
bewirkte Plasmaverdiinnung aber ergibt sich aus dem Verhiltnis der 
Entfernung: obere Sedimentgrenze/oberste Marke zur Entfernung: 
Sedimentgrenze/mittlere Marke. 

Als Voraussetzung der Methode hat zu gelten, daB das Blut- 
kérperchenvolumen durch den Salzzusatz nicht verindert wird. Die 
Voraussetzung besteht zu Recht, wenn der Vergleich der Zellvolumen- 
bestimmung im nativen Blute und im Salzblut gleiche Werte ergibt. 

Versuchsreithe 1. Die solcherweise bei Verwendung blutisotonischer 
(3,6proz.) Natriumcitratlésung durchgefiihrte Parallelbestimmung ergab 
in acht Versuchen einer Serie viermal eine Differenz von je | Proz. Zell- 
volumen (bezogen auf 100 Proz. Gesamtblut); viermal kamen identische 
Werte zur Beobachtung. 

Die Ubereinstimmung zwischen Parallelbestimmungen des Zell- 
volumens in Nativ- und Citratblut darf demnach als sehr gut bezeichnet 
werden: Der Zusatz 3,6proz. Citratlésung zu Blut im Verhaltnis 1: 9 
beeintrachtigt also das Volumen der Blutzellen nicht und darf be- 
rechtigterweise in Anwendung kommen. 

Um die technische Fehlerméglichkeit der Bestimmung festzulegen, 
wurde weiter der Vergleich des Resultats zwischen Parallelunter- 
suchungen in Citratblut durchgefiihrt. 
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Versuchsreihe 2. In 31 Parallelbestimmungen einer Serie wurde noun. 
mal eine Differenz von 1 Proz. Zellvolumen, 22mal keine Differenz beob. 
achtet. 


Die Ubereinstimmung darf als sehr gut bezeichnet werden, dic 
Fehlerméglichkeit liegt wie in der vorausgehenden Versuchsreihe 
innerhalb der Fehlergrenzen der Ablesung. 

Nachdem solcherweise die Berechtigung der Hamatokrit bestimm ung 
im Rahmen der verwendeten Methodik als erwiesen gelten darf, mui 
im folgenden der gleiche Nachweis fiir die EiweiBgruppenfraktionieruny 
gefiihrt werden. 

Da fiir das gerinnungsfihige EiweiB gleiche quantitative Ab. 
scheidung aus Nativplasma durch Spontangerinnung und aus Citrat. 
plasma bei Recalcifikation bereits nachgewiesen wurde (l.c.), bleib: 
lediglich der Nachweis zu fiihren, daB die in Anwendung gebrachten 
Salze (Natriumcitrat, Calciumchlorid) keinen EinfluB auf die Fallungs. 
grenzen des Ammoniumsulfats besitzen. 

Natriumcitrat allein bewirkt erst in hohen Konzentrationen eine Ab. 


schwachung der Fallungswirkung des Ammonsulfats; als typisches Beispiel 
darf folgender Versuchsausfall gelten: 





Abgeschiedene Eiweifimen 


. 3,6 Proz. des Serums bei (N H,)2S 
Serum Wasser Cimetitoune Halbesttiguag’” r 
grProz. 
0,5 2.5 a 4,20 
0,5 2.0 0,5 4,20 
05 1,0 15 3,72 
0,5 no 2,5 3,48 


Der Vergleich der Fallungswirkung des Ammonsulfats in Plasma- 
serum und zugehérigem recalcifizierten Citratserum zeigt gute Uberein- 
stimmung : 

Versuchsreihe 3. In 22 Parallelbestimmungen einer Serie kam eine 


mittlere Abweichung der (NH,),SO,-Ganzsiéttigungsfraktionen von 
0,21 g-Proz. zur Beobachtung. 


Aus diesen Befunden darf der SchluB gezogen werden, daB der 
Zusatz von Natriumcitrat und Calciumchlorid in den verwendeten 
Konzentrationen die Fillungsgrenzen des Ammonsulfats nicht ver- 
schiebt und daher die Bestimmung der (NH,),S0O,-Fraktionen im 
Salzplasma berechtigterweise zur Durchfiihrung kommen darf. 


Ill. Methodik. 


Die Methodik gestaltet sich demgema8 folgendermaBen: Nach 
Fiillung der Himatokrit-Zentrifugierréhrchen mit 3,6proz. Citrat- 
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josung bis zur untersten und Blut bis zur obersten Marke?) wird durch 
mehrmaliges Wenden der Réhrchen bei Gummiabschlu8 der Inhalt 
yemischt, in hochtouriger Zentrifuge bis zur Pliattchenfreiheit des 
Plasmas und Volumenkonstanz des Sediments zentrifugiert, darauf der 
Abstand der oberen Sedimentgrenze von der mittleren Marke in Milli- 
metern (¢) gemessen, das Plasma méglichst vollstandig in jeweils ge- 
messener Menge (mccm) abgehoben und mit 0,3cem (bei 5-ccm- 
téhrehen: 0,6cem) 1,28proz. Calciumchloridlésung vermischt; das 
geronnene EiweiB wird nach beendeter Koagulation entfernt, mit 
Wasser, Alkohol, Ather gewaschen, im Wigeglischen getrocknet und 
auf der analytischen Wage gewogen; vom iibrigbleibenden recalci- 
fizierten Citratserum wird 1 ccm mit 2 com Wasser und 3 ccm gesittigter 
Ammonsulfatlésung versetzt, nach einigen Stunden klarzentrifugiert, 
darauf die iiberstehende Fliissigkeit in gemessener Menge (n ccm) 
abgehoben und ebenso wie 0,5 cem des Gesamtserums nach 
Zufiigung von n/25 Essigsiure in gleicher Menge im Wasserbad 
koaguliert; das ausgefillte EiweiB wird auf vorgewogenen Filtern 
gesammelt, bis zur negativen Bariumsulfatreaktion gespiilt, mit 
Alkohol-Ather nachgewaschen, getrocknet und auf der Torsionswage 
gewogen. ' 


Die technischen Einzelheiten finden sich in den friiher erwahnten 
Mitteilungen bei der Schilderung der Verarbeitung der nativen Substrate. 


Die Berechnung wird in folgender Weise durchgefiihrt: Wenn a die 
Entfernung der Bodenflache von der mittleren Marke, 6 die Entfernung 
der mittleren Marke von der obersten Marke des jeweils verwendeten 
Réhrchens in Millimetern, g/# das gerinnungsfahige EiweiB, SGE das 
SerumgesamteiweiB, AGF das EiweiB der (NH,),SO,-Ganzsattigungs- 
fraktion in den jeweils festgestellten Gewichtsmengen bedeuten, ergibt sich : 
gfE .100 c+b 

m c 
SGE .100 c+ b m+ 0,3?) 

0,5 c m 
c+b m+ 0,3") 6 

m n 


gerinnungsfahiges EiweiB in g-Proz.; 
= SerumgesamteiweiB in g-Proz.; 


AGF .100- = (NH,),SO,- Ganzsittigungsfraktion in g-Proz. 
Die (NH,), SO,-Halbsiattigungsfraktion in Grammprozenten berechnet 
sich aus der Differenz zwischen Serumgesamteiwei8 und (NH,),S0,- 
Ganzsattigungsfraktion. 
Das Verhiltnis des fliissigen Blutanteils zum zelluliren berechnet sich 


aus phan = fliissiger Blutanteil in Prozenten des Vollblutes. 


1) Bei (empfehlenswerten) Doppelbestimmungen werden an Stelle 
der 2,5-cem-Réhrchen solche von 5 ccm Fassung verwendet. 
2) Bzw. 0,6 bei Verwendung von 5-ccm-Réhrchen. 


Biochemische Zeitschrift Band 168. 
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Kritik der Methoden. 


Auf das Resultat der Vergleichsbestimmung der gerinnunys. 
fahigen EiweiBkérper im Salzplasma braucht hier nicht mehr einge. 
gangen zu werden (l. c.). 

Die vergleichende Bestimmung des GesamtserumeiweifBes und de, 
EiweiBes der (N H,),SO,-Ganzsattigungsfraktion ergibt gute Uberein. 
stimmung. 


Versuchsrethe 4. In 32 Parallelbestimmungen einer Serie kam zwischen 
den festgestellten Konzentrationen des GesamtserumeiweiBes eine mittlere 
Abweichung von 0,22 g-Proz., zwischen den Eiwei®mengen der (N H,), 80, 
Ganzsattigungsfraktionen eine solche von 0,14 g-Proz. zur Beobachtung 
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Bin Beitrag zur Kenntnis der Katalasewirkung bei autotrophen 
Pflanzen. 


Von 


Mihovil Graéanin. 


(Aus dem pflanzenphysiologischen Institut 
des Herrn Prof. Dr. Bohumil Némec in Prag.) 


(Eingegangen am 4. Dezember 1925.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Die Katalaseaktivitat wihrend der Keimung der Samen einiger Kulturpflanzen. 


Es ist wohl bekannt, daB in den Pflanzensamen eine ganze Reihe 
von Enzymen eingelagert ist, die auch wihrend des scheinbaren Ruhe- 
zustandes der Samen — der Anabiose — unaufhérlich arbeiten. Der 
Same atmet naimlich ununterbrochen, und dazu ist eine dauernde 
Enzymtatigkeit erforderlich. Sobald giinstige Bedingungen fiir die zur 
Keimung der Samen unentbehrlichen foriaalen Faktoren (Temperatur, 
Feuchtigkeit usw.) vorhanden sind, und wenn den inneren Faktoren 
(Ruhezeit usw.) Geniige getan wurde, so beginnt der Same zu erwachen. 
Es tritt nun eine intensivere Enzymtitigkeit ein, welche den Abbau 
der zusammengesetzten Molekiile der Reservestoffe bedingt, die sich 
im Samen entweder in schwer léslicher, oder in kolloidaler Form vor- 
finden. Durch die Gruppe der hydrolytischen Enzyme werden im 
Samen die zusammengesetzten Molekiile der Kohlenhydrate, Fette und 
EiweiBstoffe durch Wasseraufnahme zu einfachen, transportfahigen 
Verbindungen abgespalten, durch die Gruppe der Oxydations- und 
Reduktionsenzyme werden die verschiedenen Oxydations- und Re- 
duktionsprozesse bewirkt, die synthetischen Enzyme wiederum leiten 
die verschiedenen Synthesen der zusammengesetzten Molekiile aus den 
einfachen Verbindungen ein usw. Jedem Enzym kommt eine ganz 
spezifische physiologische Rolle zu, und eine Stérung in der Tatigkeit 
irgend eines Enzyms hatte sicherlich eine Stérung des ganzen Keimungs- 
prozesses der Samen zur Folge. 
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Die Keimung der Samen ist durch eine harmonische Tiatigkeit 
der Enzyme bedingt. Es ist wahrscheinlich, daB die Tatigkeit der 
Enzyme wahrend der Keimung der Samen in einer bestimmten Reihen. 
folge stattfindet, doch ist dieselbe bis jetzt noch nicht ermittelt. Ex 
ist jedoch anzunehmen, daB im Laufe der Keimung eine bestimmte 
Gruppe von Enzymen das Ubergewicht erlangt und auf eine bestimmte 
Gruppe von Reservestoffen einwirkt; hierauf verstarkt eine andere 
Gruppe, die vielleicht durch die Reaktion des von der vorhergehenden 
Enzymgruppe geschaffenen Mediums aktiviert ist, ihre Tatigkeit usw. 
Die Tdtigkeit eines jeden Enzyms wihrend der Keimung der Samen 
laBt sich mittels einer Kurve darstellen, deren Verlauf fiir das betreffende 
Enzym charakteristisch ist. 

Das Studium der Enzymtatigkeit wahrend der einzelnen Keimungs- 
tage der Samen gibt uns ein Bild von dem zeitlichen Verlauf der Tatig. 
keit der Enzyme und so kénnen wir mittels der graphischen Darstellung 
der Enzymtatigkeitskurven wahrend der Samenkeimung einen Uber- 
blick tiber den ganzen Verlauf der enzymatischen Prozesse im keimenden 
Samen gewinnen. 


Vergleicht man die Enzymtitigkeitskurven mit den Kurven der 
bekannten Lebensprozesse (Atmung usw.), so la8t sich ein Zusammen- 
hang zwischen den beiden feststellen. 


Die erste Reihe der hier angefiihrten Versuche zeigt den Verlauf 
der Katalasetatigkeit wihrend der Keimung der Samen einiger Kultur- 
pflanzen, sie beleuchtet also bloB ein Glied der Kette der enzymatischen 
Prozesse im Verlauf der Samenkeimung. 


Methodik. 


Die Samen von Pisum sativum, Avena sativa, Hordeum vulgare, 
Zea mays, Sinapis alba und Pisum arvense wurden entweder in feuchte 
ia e (Zea mays) oder in Petrischalen auf mit 15 ccm Wasser be- 
feuchtetem Fiitrierpapier eingesetzt und in einem Thermostaten, in dem 
eine ungefahr konstante Temperatur herrschte, zur Keimung gebracht. 
Jede Reihe der Versuche dauerte 6 Tage. Jeden Tag wurde eine bestimmt+ 
Menge von gekeimten Samen entnommen, die dann zur Bestimmung der 
Katalasetatigkeit diente. Die Samen wurden in Wasser ausgewaschen, 
um sie von den Sagespainen oder dem Filtrierpapier zu befreien, dann mit 
einem trockenen Filtrierpapier abgetrocknet und hierauf in einem Trocken- 
apparat bei einer konstanten Temperatur von 40°C getrocknet. Hierauif 
wurde die Katalaseaktivitat der Samen mittels des Duchonschen (1) 
Katalasometers (Abb. 1) volumetrisch bestimmt. 

Man nimmt 2g durch ein 0,5-mm-Sieb gesiebtes Mehl der gekeimten 
Samen und schiittet dasselbe durch die Offnung ,,O“ in den Kolben ,,A* 
und gibt 20cem destilliertes Wasser dazu. Die Offnung wird mit einem 
gut schlieBenden Gummistopfen verschlossen. Der Inhalt des Kolbens 
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wird vorsichtig geschiittelt, um so die entstandenen Mehlkiigelchen zu 
beseitigen. Der Kolben A wird durch eine vagy yp des Hahnes ,,K*‘ 
verschlossen. Nun bringt man in den Zylinder ,,N“‘ 15 cem 3proz. Wasser- 
stoffsuperoxyd, das man durch Verdiinnung von Mercks Perhydrol 1:9 
hergestellt hat. Der Zylinder wird mit dem Ansatz ,,u‘* gut verschlossen 
und auf der anderen Seite mittels eines zweimal gebogenen Glasréhrchens 
in die Wanne mit Wasser getaucht und in das Eudiometer ,,E“‘, der mit 
Wasser oder noch besser mit n/10 NaOH gefiillt ist, eingefiihrt. Nachher 
j48t man das im Zylinder enthaltene 
3proz. Wasserstoffsuperoxyd zerflieBen 
und schiittelt vorsichtig einigemal mit 
dem Apparate. Die Abspaltung des 
Sauerstoffs aus dem Wasserstoffsuper- 
oxyd durch die Mehlkatalase kann nun 
im Eudiometer verfolgt werden. 

Die Messungszeit bei diesen Ver- 
suchen betrug 18 Minuten. Ich will 
noch betonen, daB das Samenmaterial 
immer aus derselben Saat entnommen 
wurde, und zwar wurden nur unver- 
letzte Samen zur Keimung verwendet. 
Das Samenmehl wurde stets durch das- 
selbe Sieb gesiebt, da die GréBe der 
Teilchen bei der volumetrischen Me- 
thode von groBem EinfluB auf die 
Héhe der relativen Werte der Katalase- 
aktivitaét der Samen ist, denn es han- 
delt sich um eine gréBere oder geringere 
Bertihrungsfliche des Samenmehls (eben 
der Katalase) mit Wasserstoffsuperoxyd. 


NOW NTT TTT } 


FUPUER ST NU EL TET OREDETI NIE YTTTTAP | 








TVUFETUPUOTEN EVEN TIVO TOTIVEY TY 











fom PUNUEYTUTTEVINEN TUSTIN IV INET FTAVES HET ITEDENITTY 


re 











1. Versuch mit Pisum sativum. 
Tabelle I veranschaulicht, wie sich die 
Katalaseaktivitat in den ersten 6 Tagen 
der Keimung der Samen von Pisum 
sativum anderte. In der Tabelle sind die relativen Werte der Katalase- 
aktivitaét angefiihrt, nimlich die von 2g Samenmehl aus 15 cem 3proz. 
Wasserstoffsuperoxyds in 18 Minuten abgespaltene Menge Sauerstoff. 
Weiter finden wir in der Tabelle die Angabe der Temperatur wahrend der 
Keimung der Samen als auch wahrend der Bestimmung der Ka*-lase- 
aktivitat. 

Tabelle I. 





Die von 2g Samenmeh! aus | 
Tag der 15 com 3 proz. Hy, O, in 
Keimung 18 Minuten abgespaltene 
Menge Sauerstotf in ccm 


Durchschnittstemperatur Die Temperatur waihrend 
wihrend der Keimung der Bestimmung der 
der Samen in °C Katalaseaktivitat 


vor der Keimung 28,8 --= 17.0 
25,4 18.5 17,0 
29.6 18,0 17.0 
35,6 18,0 17,0 
49.0 18,5 17,5 
60,8 18,0 17,5 
45,8 18,0 17,0 

















es alt ing Sy Anam 


anerte, <p 


432 M. Graéanin: 


Aus Tabelle I und besonders aus Abb. 1 ist ersichtlich, daB dieKatalase. 
aktivitaét am ersten Tage der Keimung der Samen von Pisum sativum etwas 
geschwicht ist, dann aber steigt bis zum fiinften Tage, an welchem sie ihr 
Maximum erreicht. Hierauf fallt sie wiederum ab. 

2. Versuch mit Avena sativa. Die Anderungen der Katalaseaktivitat 
wahrend der einzelnen Keimungstage von Avena sativa ersieht man aus 
nachstehenden Daten, welche die an den einzelnen Keimungstagen von 
2g Samenmehl aus l5cem 3proz. Wasserstoffsuperoxyd in 18 Minuten 
abgespaltene Menge Sauerstoff angeben. 

Vor der Keimung = 18,2cem, erster Keimungstag = 30,8 ccm; 
zweiter Keimungstag = 41,6 ccm; dritter Keimungstag = 51,6ccm; vierter 
Keimungstag = 85,8ccem; fiinfter Keimungstag = 90,2 cem;  sechster 
Keimungstag = 79,4 ccm. 

Man sieht, da8 bei Avena sativa die Katalaseaktivitat am ersten Tage 
der Keimung der Samen nicht sinkt, sondern im Gegenteil ohne Unterlas 
bis zum fiinften Tage steigt, worauf sie dann wiederum abfiallt. 

3. Versuch mit Hordeum vulgare. Einen ahnlichen Verlauf der Katalase- 
aktivitat wie bei Avena sativa finden wir auch wahrend der Keimung der 
Samen von Hordeum vulgare, wie aus nachstehenden Zahlen zu ersehen 
ist: Vor der Keimung = 20,4 cem; erster Keimungstag = 27,2 cem; zweiter 
Keimungstag = 36,0cem; dritter Keimungstag = 45.6cem; vierter Kei- 
mungstag = 65,8ccm; fiinfter Keimungstag = 75,0cem; sechster Kei- 
mungstag = 68,2 ccm. 

Es steigt demnach die Katalaseaktivitat schon am ersten Tage der 
Keimung und erreicht ihr Maximum am fiinften Tage. 

4. Versuch mit Zea mays. Die Katalaseaktivitaét bei der Keimung der 
Samen von Zea mays andert sich wahrend der einzelnen Keimungstage in 
analoger Weise wie bei der Keimung von Avena sativa und Hordeum 
vulgare. Es wurde Sauerstoff abgespalten: Vor der Keimung = 50,0 ccm; 
erster Keimungstag = 54,2 ccm; zweiter Keimungstag = 68,6 ccm; dritter 
Keimungstag = 84,0 ccm; vierter Keimungstag = 90,2 ccm; fiinfter Kei- 
mungstag = 93,8 ccm; sechster Keimungstag = 80,4 ccm. 

Wir sehen, daB die Katalaseaktivitat ihr Maximum arn fiinften Tage 
erreicht. , ; 

5. Versuch mit Sinapis alba. Von 2g Samenmehl wurden aus 15 cem 
3proz. Wasserstoffsuperoxyd nachstehende Mengen Sauerstoff abgespalten : 
Vor der Keimung = 11,4ccm; erster Keimungstag = 6,0ccm; zweiter 
Keimungstag = 23,2ccm; dritter Keimungstag = 44,8ccm;_ vierter 
Keimungstag = 36,2 ccm; fiinfter Keimungstag = 23,4ccm;_ sechster 
Keimungstag = 19,4 ccm. 

Aus diesen Daten ist ersichtlich, daB der Verlauf der Katalaseaktivitat 
wahrend der Keimung der Samen von Sinapis alba eine gewisse Ahnlichkeit 
mit dem Verlaufe der Katalaseaktivitaét bei Pisum sativum aufweist. Am 
ersten Tage der Keimung sinkt die Katalaseaktivitat — wie bei Pisum 
sativum — hierauf steigt sie und erreicht bereits am dritten Tage ihr 
Maximum. Dann fallt sie wieder langsam ab. 

6. Versuch mit Pisum arvense. Von 2 g Samenmehl wurden aus 15 ccm 
3proz. Wasserstoffsuperoxyd in 18 Minuten nachstehende Mengen Sauer- 
stoff abgespalten: Vor der Keimung = 55,2ccm; am ersten Keimungs- 
tag = 58,6ccm; zweiter Keimungstag = 69,8ccem; dritter Keimungstag 
= °85,8ccem; vierter Keimungstag = 92,0ccm; fiinfter Keimungstag 
= 80,2cem; sechster Keimungstag = 70,0 cem. 
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Schon am ersten Tage ist eine Steigerung der Katalaseaktivitat zu 
peobachten. Das Maximum wird am vierten Tage erreicht, hierauf fallt 
die Katalaseaktivitaét wieder rasch ab. 

Abb. 2 zeigt uns den Verlauf der Katalaseaktivitat waihrend der ersten 
sechs Tage der Keimung der Samen von Pisum sativum und Sinapis alba. 
Abb. 3 veranschaulicht die Verdinderung der Katalaseaktivitét wahrend 
der Keimung der Samen von Avena sativa, Hordeum vulgare, Zea mays 
und Pisum arvense. 
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Abb. 2. Abb. 3. 
Die Katalasetitigkeit wahrend der Kei 8 Die Katalaseaktivitat wihrend der Keimung 
der Samen von L. Pisum sativum, der Samen von I. Avena sativa, 
II. Sinapis alba. Il. Hordeum vulgare, Ill, Zea mays, 
IV. Pisum arvense. 





Wir sehen, daB die Kurven der Katalaseaktivitdt wihrend der Keimung 
der Samen der angefiihrten Kulturpflanzen beinahe insgesamt analog 
verlaufen. Die maximale Katalaseaktivitat erreichen fast alle keimenden’ 
Samen am vierten oder am fiinften Tage, nur bei Sinapis alba wird das 
Maximum schon am dritten Tage erreicht. 

Es muB hervorgehoben werden, daB die hier angefiihrten Werte der 
Katalaseaktivitét nur fiir die hier gegebenen Werte der Vegetations- 
faktoren wihrend der Keimung gelten, also hauptsichlich fiir die 
gegebene Temperatur, Belichtung, Feuchtigkeit usw. Von der Inten- 
sitiét dieser Faktoren hingt es ab, ob das Maximum der Katalase- 
aktivitat friiher oder spiter erreicht wird. Je giinstiger die fiir die 
Keimung der Samen nétigen Bedingungen sind, desto schneller verlauft 
die Keimung, und desto friiher erreicht die Katalaseaktivitétskurve 
ihr Maximum. Aus diesem Grunde wurde die wihrend der einzelnen 
Keimungstage herrschende Temperatur angefiihrt. 

Die Héhe der erhaltenen Werte ist auch von der Temperatur der 
Luft waihrend der Bestimmung der Katalaseaktivitat abhangig, weshalb 
auch diese bei allen Versuchen angegeben wurde. 
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Der Grund des Sinkens der Katalaseaktivitat am ersten Taye 
ber Keimung der Samen von Pisum sativum und Sinapis alba ist nicht 
dekannt. Man kann nur annehmen, daf diese Herabsetzung der Kata. 
laseaktivitét entweder durch die wihrend der Keimung der Same) 
zeitweilig frei werdenden Saiuren bewirkt wird, oder daB durch andere. 
bei der Zersetzung der Reservestoffe der Samen entstehende Zwischen. 
produkte die Katalaseaktivitét zeitweise inaktiviert wird. 


Aus vorstehenden Diagrammen sieht man, daB die Katalase. 
aktivitatskurven der keimenden Samen von Avena sativa, Hordewn 
vulgare, Zea mays und Pisum arvense mit den Atmungskurven dieser 
Pflanzen ziemlich analog sind. Doch ist dies keineswegs bei Pisum 
sativum und Sinapis alba der Fall. — Fernandez (2) hat nimlich in 
neuester Zeit ausfiihrliche Studien tiber die Atmung der Samen von 
Pisum sativum gemacht und festgestellt, daB bei einer durchschnitt- 
lichen Tagestemperatur von 20°C eine Steigerung der Atmung bis 
zum dritten Tage stattfindet. Diese Erkenntnis spricht fiir die Tatsache, 
daB die Katalaseaktivitét und die Atmung wihrend der Keimung der 
Samen nicht in einem direkten Zusammenhang stehen. Einigen Autoren 
aber gelang es, eine Beziehung zwischen diesen beiden Prozessen zu 
konstatieren. So hat Sherman Hope (3) bei Amaranthus einen parallelen 
Verlauf der Atmung und der Katalaseaktivitaét festgestellt, obwol! 
die Oscillationen der beiden Prozesse nicht parallel sind. Bei Crategus 
hingegen konnte er keinerlei Beziehung zwischen diesen beiden Prozessen 
nachweisen. 


Die Versuche von L. Rhine (4) zeigten ein vollkommenes Ver- 
schwinden der Katalaseaktivitat bei unter Wasser keimenden Samen, 
also bei der intramolekularen Atmung. Gleichzeitig verloren die Samen 
ihre Keimfahigkeit. Bei der normalen Atmung dient die Katalase 
wahrscheinlich zur Beseitigung gewisser Atmungsprodukte (H,0,), 
und dabei wird sie verbraucht. Die angesammelten Produkte der 
normalen Atmung fiihren zur Verstirkung der Katalaseregeneration. 
Bei steigender Atmung wihrend der Keimung wird zuerst die Reserve- 
katalase angegriffen, spiiter aber wieder regeneriert. Unter Wasser 
sinkt die Atmung der Samen und die Regeneration der Katalase entfallt. 


Ob wirklich eine direkte Beziehung zwischen der Intensitaét der 
Katalaseaktivitat und der Atmung der keimenden Samen existiert, 
mu8 noch durch exakte Versuche nachgewiesen werden. Die hier 
angefiihrten Versuche zeigen bloB den Verlauf der Katalaseaktivitat 
wihrend der Keimung der Samen, und da§ der Katalaseaktivitat 
eine Funktion zukommt, deren Intensitét waihrend der Keimung sich 
durch eine bei fast allen gepriiften Pflanzen analoge Kurve darstellen 
laBt. In letzter Zeit haben A. Bach und A. Oparin (5) gefunden, dal} 
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die Katalase bei keimendem Weizen ihren Maximalwert am dritten 
bis vierten Tage erreicht, bei keimenden Sonnenblumensamen erreicht 
sic ihr Maximum am sechsten bis siebenten Tage der Keimung. 


(Uber die Einlagerung der Katalase in der Samentesta und in den iibrigen 
Samenteilen sowie iiber die Verteilung und Akkumulation der Katalase 
in den einzelnen Organen wihrend der Entwicklung der Pflanzen. 

Auf das verschiedenartige Vorkommen der Katalase in den Samen 
der verschiedenen Pflanzenfamilien sowie in den verschiedenen 
Gattungen derselben Familien haben schon die Arbeiten von 
F. Duchon (1) aufmerksam gemacht. 

Selbst in verschiedenen Teilen der Pflanzenorgane wurde eine ungleich- 
artige Verbreitung der Katalase nachgewiesen. So hat schon Stanek (6) 
in seiner Arbeit iiber die Topographie der Katalase in der Zuckerriiben- 
wurzel darauf hingewiesen, daB die Katalase in allen Teilen in der Richtung 
zum Kopfe und zur Oberflache zu zunimmt, da®8 die gréBte Menge an 
Katalase sich an der Spitze und in den Korkschichten der Zuckerriibe 
vorfindet. Die geringste Katalasemenge enthailt das Innere der Knolle. 
Wendler und Lewin (7) stellten weiter fest, daB bei den Cerealien der Katalase- 
gehalt in der Richtung zur Oberfliche des Samens steigt. AuBer diesen 
Arbeiten findet man in der Literatur keinerlei Angaben iiber die Verteilung 
der Katalase in den einzelnen Organen oder in den einzelnen Teilen der 
Pflanzen. 

Es steht fest, daB die Intensitaét der Tatigkeit der Enzyme in den 
verschiedenen Organen je nach deren physiologischer Funktion ver- 
schieden ist. Die Erhéhung der Lebenstatigkeit eines bestimmten 
Organs ist an die erhéhte Tiitigkeit einer bestimmten Gruppe seiner 
Enzyme gebunden. Deswegen konnte man vermuten, daB auch die 
Katalase — deren verschiedene Aktivitét wihrend der Keimung der 
Samen schon in friiheren Arbeiten konstatiert wurde — in den neu- 
gebildeten Organen je nach der Intensitaét der Lebenstatigkeit derselben 
eine verschiedene Aktivitat aufweisen wird. Dies wurde auch durch 
Versuche tatsichlich bestatigt. 

Wahrend der Entwicklung der Pflanze verlaBt die Katalase ihren 
Standort und setzt sich verschieden in Wurzeln, Stengeln, Blattern 
an, wo sie in verschiedener Weise ihre Tatigkeit iuBert. Dieses spezifisch 
ungleichmaBige Festsetzen der Katalase in den einzelnen Pflanzen- 
organen spricht dafiir, daB ihre Anwesenheit in diesen oder jenen 
Organen nicht bedeutungslos ist, und daB sich in diesen Organen physio- 
logische Prozesse abspielen, welche eine erhéhte Tatigkeit der Katalase 
verlangen. Darum war es die Aufgabe des ersten Teiles dieser Arbeit, 
die verschiedene Verteilung der Katalase in der Samentesta und in 
den iibrigen Samenteilen festzustellen. Im zweiten Teil wollen wir 
die Akkumulation und die Verteilung der Katalase in den einzelnen 
Organen wihrend der Entwicklung der Pflanzen verfolgen. 
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1. Die Beziehung zwischen dem Katalasegehalt der Testa und dem itibrigen 
Samenteil einiger Kulturpflanzen. 


Die Methodik der ersten Reihe dieser Versuche war sehr einfach. Die 
Samen von Pisum sativum, Lupinus angustifolius, Zea mays, Sinapis alba und 
Citrus nobilis wurden in Petrischalen auf angefeuchtetes Filtrierpapier .« 
bracht und in einem Thermostaten bei einer Temperatur von 14°C 24 Stunden 


aufbewahrt, um durch Quellung der Samen die Abschilung der Testa zy | 


erleichtern. Das Material wurde dann bei einer konstanten Temperatur von 
40°C im Thermostaten getrocknet, zermahlen, gesiebt und die Katalase- 
aktivitat mittels des Duchonschen Katalasometers bestimmt. 

Die Versuche haben gezeigt, daB die Testa aller gepriiften Pflanzen 
bedeutend geringere Mengen an Katalase aufweist als die iibrigen Samen. 
teile. Die Katalase findet sich vorwiegend im Endosperm und im Embryo 
der gepriiften monokotylen Pflanze Zea mays vor und in den Kotyledonen 
und im Embryo der gepriiften dikotylen Pflanzen, wie aus Tabelle I er- 
sichtlich ist. 





Die von 1 g Samenmehl | Die Temperatur 
aus 15cem 3proz.H,O, | wihrend der 


Versuchspflanzen in 5 Minuten Bestimmung 
abgespaltene Menge der Katalase- 
Sauerstotf in com tatigkeit in °C 
. | 
; , ee 4,2 
Pisum sativum< game ohne ae 18,4 | 15,0 
Lupinus angustfiolius< 4°st@ shen Testa - aie i 20,0 
ae hy 4.6 | 
Zea m@YS~Same ohne Testa ..... 96,8 ! 18,0 
: : ia 14 | 
Sinapis alba< same ohne Testa. eS ce 6,0 | 16,0 
. i ee Kia eels & ew 5,8*) |) 
Citrus nobilis<g,me ohne Testa .... 100,6*) | 15,0 


*) Die hier angefiihrten Werte gelten fiir die Versuchszeit von 4 Minuten. 


Aus diesen Ergebnissen im Zusammenhange mit den im ersten Teile 
angefiihrten Versuchen dieser Arbeit kann man schlieBen, daB die Katalase 
eine wichtige Rolle bei der Zersetzung und Transformation der im Samen 
eingelagerten Reservestoffe spielt, in weitaus geringerem MaBe ist sie 
jedoch an der Zersetzung der Stoffe des mechanischen Gewebes beteiligt. 


2. Akkumulation der Katalase in den einzelnen Organen im Laufe 
der Entwicklung der Pflanzen. 


Im vorhergehenden wurde darauf hingewiesen, daB die Katalase- 
aktivitat wahrend der Keimung der Samen einiger Kulturpflanzen erst 
steigt, nach 3 bis 5 Tagen ihr Maximum erreicht, worauf sie wieder abfallt. 
Die weitere Aufgabe ist die Bestimmung der Katalaseaktivitét in den 
einzelnen Organen der jungen Pflanzen, also in Kotyledonen, Wurzeln, 
Stengeln und Blattern. 

Methodik. Die Samen von Pisum sativum und Pisum arvense wurden 
in feuchten Sagespinen im Glashaus zur Keimung gebracht, wo eine an- 
nihernd konstante Temperatur herrschte. Die mittlere Tagestemperatur 
wurde stets als Durchschnitt der Temperatur am Morgen (8 Uhr), am Nach- 
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mittag (2 Uhr) und am Abend (6 Uhr) bestimmt, damit beiléufig bekannt 
ist. wie sich die Intensitét dieses wichtigen Faktors —- der Warme — im 
Laufe der Keimung duBerte. Wahrend der Entwicklung der Pflanzen 
wurden durch 12 Tage hindurch taglich einzelne gekeimte Samen bzw. die 
jungen Pflanzchen entnommen und vom ersten Tage an die Katalase- 
aktivitat in den Kotyledonen, vom vierten Tage an die Katalaseaktivitat 
der Wurzeln, und vom fiinften Tage an die Katalaseaktivitat der Stengel 
und Blatter bestimmt. Die Vorbereitung des Materials und die Bestimmung 
der Katalasemenge wurde wie bei den friiheren Versuchen vorgenommen. 
Da das Material an verschiedenen Tagen verarbeitet wurde, also bei ver- 
schiedener Temperatur und verschiedenem Drucke, muBten die gewonnenen 
Werte auf den Druck von 760 mm Hg und 0° C umgerechnet werden. Die 
Temperatur der Luft wahrend der Bestimmung der Katalaseaktivitat 
war an allen Tagen annahernd dieselbe. Die so erzielten Werte wurden 
stets graphisch dargestellt. 

Nach Beendigung eines Teiles dieser Versuche erhielt ich die noch 
unveréffentlichte Arbeit von J. Valek, die schon im Jahre 1922 im physio- 
logischen Institut vom Prof. Dr. B. Némec ausgefiihrt wurde und in welcher 
derselbe Versuch mit Pisum sativum beschrieben war, der die von mir 
ausgefiihrten Versuche bestatigt. Ich will hier die Versuche von J. Valek 
anfiihren, welche beweisen, da8 mit zunehmendem Alter des keimenden 
Erbsenpflanzchens der Katalasegehalt in den Kotyledonen am ersten Tage 
sinkt, dann bedeutend steigt, worauf er nach einer bestimmten Zeit wieder 
abnimmt. Demgegeniiber hat er festgestellt, daB in den Wurzelteilen der 
Katalasegehalt mit der Zeit wihrend des ganzen Versuchs steigt, wenn auch 
nur allmahlich, im Stengel dagegen nimmt er sehr rasch zu. Aus 
Tabelle II geht hervor, wie sich die Katalaseaktivitét in den Kotyledonen, 
der Wurzel und des Stengels im Laufe der Keimung der Pflanzchen von 
Pisum sativum zeigte. 

Diese Versuche bestatigen auch jene urspriingliche Erscheinung, die 
im ersten Teile meiner Arbeit angefiihrt ist, daB naimlich bei der Erbse 
am ersten Tage der Keimung die Katalaseaktivitét abnimmt. Die Versuche, 
die ich mit der Erbse ausgefiihrt habe, stimmen bis auf die absolute Héhe 
der Werte des abgespaltenen Sauerstoffs vollkommen mit den Versuchen 
von Valek iiberein. Zu den Versuchen wurde stets bloB 1g Mehl der ge- 
priiften Samen bzw. der Pflanzenorgane verwendet, deshalb sind die hier 
erhaltenen Werte niedriger; doch die Unterschiede der Werte, die der 


Tabelle II. 





| Die von 2 g Samenmeh! 
Keimungsstadien der Pflanzensamen 5 wo — 


Sauerstoff in ccm 


Samen vor der Keimung. ....+-+.-+++e-s 139,0 
1. Tag der Keimung .....-... : 91,0 
4. Tag der Keimung oe Fe . 
| Kotyledonen. ..... 140,0 
Wurzel ... ‘ 28.0 

|g I ar 57,0 

Kotyledonen. . ‘ 105,0 

13. Tag der Keimung ; Wurzel .. . 31,0 
Stengel ... ae 82.0 


10. Tag der Keimung 
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Wirkung der Katalase von 1 g Mehl an den einzelnen Tagen der von Vale; 
und mir ausgefiihrten Versuche entsprechen, waren offensichtlich auch dire}, 
die verschiedene Qualitét des von uns benutzten Versuchsmaterials bedingt. 

Aus nachstehender Tabelle III ist ersichtlich, wie sich die Intensitat der 
Katalaseaktivitaét in den einzelnen Organen im Laufe der Entwicklung der 
Pflanzen erwies. Ebenso lé8t sich auch aus Abb. 4 die Katalaseaktivit,; 
in den einzelnen Organen wahrend der Entwicklung der Pflanzen verfolge:, 





Tabelle III. 
Die von 1 g Mebl|Durchschnitts. 
aus 15ccm 3proz.| temperatur 
Die Entwicklungstadien der Organe Hz Og in 10 Min.| wahrend der 
der keimenden Samen abgespaltene | Entwicklung 
Menge Sauerstoft) der Pflanzen 
im com in °C 
Die Samen vor der Keimung (ohne Testa) . . 48,4 — 
a * am 1, Tage der Keimung (ohne Testa) 45,0 14.5 
” ” ” 2. - - - - ” 54.8 15.0 
” - » ” ~ “ ” ” 68,4 14.0 
— f . Kotyledonen . 83,6 “Pp 
Die jungen Pflanzchen am 4. Tage |Wervel speels 90 15,5 
Kotyledonen , 93,0 
Die jungen Pflainzchen am 5.Tage ;Wurzel .. . 11,2 | 16,5 
| Stengel ES 10,2 
Kotyledonen . 87,8 
Die jungen Pflainzchen am 6. Tage | Wureel ee 13,0 | 160 
Stengel ... 14.2 
SO ab g's ves ON 8 oS ee ee ee 8 _ 16,0 
Dns are & Se we we ‘CLaitnreeT ke — 17,0 
Cobos a 6s ee ied Oe geal w Sg _ 155 
Kotyledonen .. . 60,5 
Die Pflanzen am 10. Tage | Wursel bitin ©. “aint 14,0 16,5 
OO ae 24.0 
Kotyledonen .. . 57,2 
Die Pflanzen am 12. Tage | Wureel a cnc aa ae oi 14,8. 16,5 
nn os » «4 * < 28.8 
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Abb. 4. Die Katalasetitigkeit wihrend der Entwicklung der Pflanzen. 
Pisum sativum: a in den Kotyledonen, b in den Stengeln und Blattern, c im Wurzelteil. 
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Aus Tabelle III und Abb. 4 ist ersichtlich, daB die Katalasetitigkeit 
in den Kotyledonen der Erbse am ersten Tage sinkt, dann rasch steigt 
bis zum fiinften Tage, worauf sie staéndig abnimmt, und zwar mit gréBGerer 
Geschwindigkeit bis zum zehnten Tage, dann langsamer. Im Wurzelteile 
steigt der Katalasegehalt schon vom vierten Tage an (vom Beginn der 
Beobachtungszeit gerechnet), wenn auch sehr langsam, und erhalt sich vom 
neunten Tage an auf beiléufig gleicher Héhe. 

Vom fiinften Tage an, an welchem mit der Messung der Katalaseaktivitat 
im Stengel bzw. auch in den ersten Blattern begonnen wurde, konnte man 
eine rasche und standige Steigerung der Katalaseaktivitit feststellen. Die 
steigende Kurve der Katalaseaktivitat im Stengel nahert sich der fallenden 
Kurve der Katalase in den Kotyledonen, 

Die Kotyledonen erfiillen die Assimilationsfunktion nur wahrend des 
Beginnes der Vegetation, d. h. also bis zur Ausbildung der ersten Blatter. 
Daher steigt in der ersten Zeit ihre Katalaseaktivitat. Die Kotyledonen 
sterben bald ab und damit sinkt auch der Katalasegehalt, es entwickeln 
sich dauerhaftere, wirkliche Assimilationsorgane, die Blatter, und da sehen 
wir, daB die Katalase rasch in diesen aktiven Pflanzenorganen steigt. 

Durch weitere Versuche mit Pisum arvense konnte man dieselbe Er- 
scheinung feststellen, beziiglich der Akkumulation der Katalase im Laufe 
der Entwicklung dieser Pflanze, wie aus Tabelle IV und Abb. 5 ersichtlich ist. 


Tabelle 1V. 





| Die von 1 g Meh! Durchschnitts- 
|, aus 15com3proz. temperatur 
Die Entwicklungsstadien der Organe || Hy, QO, in 10 Min, whhrend der 
der keimenden Samen || abgespaltene Entwicklung 
Menge Sauerstoff der Pflanzen 
in com in °C 


Die Samen vor der Keimung (ohne Testa). . . 35,8 — 
am 1, Tage der Keimung (ohne Testa) 37,2 16,5 
48,4 15,0 
2s sae 62,6 16,0 
Die jungen Pflanzchen am 4, Tage — _—— “aa 
Kotyledonen 71,2 
Die jungen Pflanzchen am 5, Tage | Wurzel mtn 8,0 
Stengel. .. . 78 
Kotyledonen 59,2 
Die jungen Pflanzchen am 6. Tage | Wurzel a 9,0 
Stengel. . . 10,2 


” ” 
” ” o> ” ” ” ” ” 


a] ” » 2 ” ” oo 


Kotyledonen 36,8 
Die Pflanzen am 10. Tage;Wurzel ..... . 10,0 
\Stengel wee 14,2 
Kotyledonen. .. . 35,0 
Die Pflanzen am 12. Tage;Wurzel ... . 10.2 
‘Stengel . .. . 18.8 


Die Katalaseaktivitat in den Kotyledonen von Pisum arvense steigt 
schon vom ersten Tage an, erreicht am vierten ihr Maximum, worauf sie 
sinkt, und zwar bis zum zehnten Tage ziemlich schnell, dann langsamer. 
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Im Wurzelteile steigt die Katalaseaktivitat ununterbrochen bis 7). 
siebenten Tage, worauf sie sich auf beiléufig der gleichen Héhe halt. Vom 
fiinften Tage nimmt die Katalase in den Stengeln auffallend zu, so da{ vor 
dem zwolften Tage die Kurve der Katalaseaktivitat sich in der Richtung 
der abfallenden Kurve der Katalase der Kotyledonen nahert. 


Menge O 
in 10 Mir. 





Die von 19 Samenmeh/ 
J 


R 
Abb. 5. Die Katalasetitigkeit wihrend der Entwicklung der Pflanzen. 
Pisum arvense: a in den Kotyledonen, b in den Stengeln und Blattern, c im Wurzelteil. 


7 


Endlich wurde festgestellt, in welchem Verhaltnis beziiglich der Katalase- 
menge die einzelnen Organe der vollkommen entwickelten Pflanzen stehen. 
Schon friihere Versuche mit jungen Pflanzchen zeigten, daB sich die Katalase 
bei autotrophen Pflanzen hauptsachlich in den Stengeln und in den Blattern 
akkumuliert, weniger in den Wurzelteilen. Im Stengel steigt sie zu einer 
Zeit, zu welcher sie sich in der Wurzel auf beinahe gleicher Héhe halt und 
in den Kotyledonen abnimmt. Es ist dies ein Beweis dafiir, daB sich die 
Katalase hauptsachlich in den sich entwickelnden Blattern anhaufen soll. 
Die mit vollkommen entwickelten Pflanzen ausgefiihrten Versuche zeigten 
dann tatsiachlich, daB sich die Katalase nicht in den Stengeln, sondern 
hauptsachlich in den Blattern akkumuliert. Bei vollkommen entwickelten 
grimen Pflanzen zeigen auch die Wurzeln einen bedeutenden Katalase- 
gehalt auf, wenn auch in geringerem Ma6e als die Blatter. In nachstehender 
Tabelle sind die Versuchsresultate angefiihrt, welche zeigen, wie die Katalase 
in den einzelnen Organen der vollkommen entwickelten Pflanzen, die im 
Sande gewachsen sind, verteilt ist. 





Die von 1 g Mebl Die Temperatur 
aus 15 ccm 3proz. wahrend der 
Versuchspflanze Hy, Og in 10 Minuten Bestimmung der 
ab .espaltene Menge Katalasetatigkeit 
Sauverstoff in com in °C 
Blatter... 35,8 
Lupinus angustifolius Stengel. . . | 9,2 19,0 
“-Wurzel . . . | 22,0 | 
/ blatter . ea “£¢ 30,2 
Medicago sativa‘ \ Stengel wae 9,4 18,0 
NWureel. . 2... 33,4 
nn < 2°. «64> 3 4 7,6 
Zea mays Stengel. .... ov Pees 2,0 | 18,0 
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Wie aus den angefiihrten Resultaten zu ersehen ist, weisen die voll- 
kommen entwickelten Pflanzen von Lupinus angustifolius, Medicago 
sativa und Zea mays im Stengel den geringsten Katalasegehalt auf. Bei 
allen drei gepriiften Pflanzen steht der Katalasegehalt des Stengels bei- 
laufig in gleichem Verhiltnisse zum Katalasegehalt der Blatter. 

Die Katalasemenge in den Wurzeln der Lupine und Kukuruz ist etwas 
geringer als der Katalasegehalt der Blatter, bei Medicago sativa wurde 
in der Wurzel ein gréBerer Katalasegehalt konstatiert als in den Blattern. 

Aus diesen Versuchen sehen wir weiter, daB Zea mays, welches sowohl 
in den Blattern als in den Stengeln und Wurzeln reich an mechanischen 
Geweben ist, einen auffallend niedrigen Katalasegehalt aufweist, was mit 
den Resultaten der vorhergehenden Versuche iibereinstimmt, laut welchen 
in der Samentesta die Katalase in minimalen Mengen vorhanden ist. 

Zum Schlu8 des ersten und zweiten Teiles der hier angefiihrten Ver- 
suche ist noch hervorzuheben, daB sich der Autor vollkommen der Unzu- 
linglichkeiten bewuBt ist, welche bei dieser Art der Verfolgung der enzymati- 
schen Tatigkeit in vitro aufkommen kénnen. Trocknen wir namlich das 
Material bei einer Temperatur von 40°C, so wird damit nicht vollstandig 
jener Stand der Katalaseaktivitat fixiert, wie er gerade an dem Tage der 
Keimung war. Durch die Versuche von Euler und Borgenstamm (8) wurde 
auch festgestellt, daB die Temperatur ein Faktor ist, der die Katalase- 
aktivitat bedeutend erhéhen kann und daher sagen die Autoren: ,,Wir 
haben dann namlich keine Garantie dafiir, daB die von den frischen Zellen 
unter normalen Umstanden gediuBerte Katalasewirkung nicht schon von 
Aktivatoren oder sonst irgendwie in hohem und ganz unbekanntem Grade 
beeinfluBt ist**. 

Diesen Mangeln kann man teilweise so abhelfen, daB die Trocknung 
des Materials regelmaBig, bei vollkommen gleicher Temperatur ausgefiihrt 
wird, so daB die erzielten Werte beilaufig in gleicher Weise von den objektiven 
Werten abweichen und so vergleichbar sind. 


‘ Zusammenfassung. 


1. Die Versuche mit den Samen ven Pisum sativum, Avena sativa, 
Hordeum vulgare, Zea mays, Pisum arvense und Sinapis alba haben 
gezeigt, daB im Laufe der Keimung der Samen die Aktivitaét der Katalase 
iuBerst intensiv steigt und ihr Maximum spitestens am fiinften Tage 
erreicht. Bei den Samen von Pisum sativum und Sinapis alba sinkt die 
Katalaseaktivitat am ersten Tage, worauf sie wieder rasch zu steigen 
beginnt, waihrend bei den anderen Versuchspflanzen die Katalase- 
aktivitat schon am ersten Tage der Keimung der Samen steigt. Die 
Kurven der Katalaseaktivitat im Laufe der Keimung der Samen sind 
beinahe insgesamt analog. 

2. In den Samen der gepriiften dikotyledonen Pflanzen Pisum 
sativum, Lupinus angustifolius, Sinapis alba und Citrus nobilis ist die 
Katalase hauptsiachlich im Embryo und in den Kotyledonen eingelagert 
bzw. bei der monokotylen Zea mays im Endosperm und im Embryo. 
Die Testa aller gepriiften Pflanzen wies in der Regel einen bloB un- 
bedeutenden Katalasegehalt auf, woraus sich schlieBen laBt, daB der 
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Katalase cine bestimmte Funktion bei dem Abbau der zusammen. 
gesetzten Stoffmolekiile wihrend der Keimung des Samens und der 
Entwicklung der Pflanzenorgane zukommt. 

3. Durch das Studium der Katalaseaktivitit in den Kotyledonen, 
Wurzeln und Stengeln bei der Keimung von Pisum sativum und Pisum 
arvense wurde festgestellt, daB dieselbe in den Kotlyedonen bis zum 
fiinften Tage steigt, worauf sie abfaillt. In den Wurzeln steigt dic 
Katalasetatigkeit sofort, wenn auch in geringem MaBe, und hilt sich 
eine bestimmte Zeit hindurch in annihernd konstanter Héhe. In den 
Stengeln steigt der Katalasegehalt schon vom ersten Tage an, die 
Aktivitatskurve steigt rascher an als in der Wurzel, und nahert sich 
stets der abfallenden Kurve der Katalasetitigkeit in den Kotyledonen, 

4. Die Versuche mit den vollkommen entwickelten Pflanzen 
Lupinus angustifolius, Medicago sativa und Zea mays haben tatsachlich 
gezeigt, daB die Akkumulation der Katalase hauptsichlich in den 
Blattern und Wurzeln lokalisiert ist, weitaus weniger in den Stengeln. 
Diese Erkenntnis beweist wiederum, daf die Katalase eine physiologische 
Funktion hauptsichlich in den Organen ausiibt, deren Zellen eine 
erhéhte Lebenstiatigkeit aufweisen. 


Zum SchluB méchte ich noch Herrn Dr. F. Duchon meinen 
aufrichtigsten Dank fiir seine freundlichen Ratschlige aussprechen. 
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Abmessung des Blutes 
fiir Mikroanalysen ohne Torsionswage mittels einer Pipette. 


Von 
Z. Ernst und St. Weiss. 


(Mitteilung aus der I. medizinischen Universitaétsklinik in Budapest.) 
(Eingegangen am 5. Dezember 1925.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Eine der Hauptschwierigkeiten bei der Durchfiihrung der Mikro- 
bestimmungen im Blute besteht in der genauen Abmessung des zur 
Bestimmung benutzten Blutes. Bekanntlich hat Bang zu diesem 
Zwecke folgendes Verfahren benutzt. Das Blut wird durch einfache 
Beriihrung mit speziell zu diesem Zwecke verfertigten Filtrierpapier- 
streifen in diese eingesogen. Das Gewicht dieses Papierstreifens wird 
vor und nach der Blutentnahme mit der Torsionswage bestimmt; 
die Differenz (der beiden Wagungen) ergibt das Gewicht des Blutes. 
Nach 5 bis 6 Minuten Trocknen kommen die Papierstreifen in Eprou- 
vetten, in welchen dann die EnteiweiBung und die Extraktion der zu 
bestimmenden Bestandteile vorgenommen wird. Der so erhaltene 
Extrakt wird dann zur eigentlichen Zuckerbestimmung benutzt. 

Das Arbeiten mit Torsionswage und Filtrierpapier hat neben vielen 
Vorteilen viele Nachteile. Die Torsionswage ist ein ziemlich kost- 
spieliger Apparat, daher fiir kleine Laboratorien schwer zu beschaffen. 
Die richtige Durchfiihrung der Mikrobestimmung des Blutzuckers 
sowie anderer Blutbestandteile ist an die Menge von etwa 100 mg Blut 
gebunden; auch bei groBer Ubung kommt es oft vor, daB durch das 
Filtrierpapier entweder zu wenig oder zu viel Blut aufgenommen wird. 
Im ersten Falle leidet die Genauigkeit der Bestimmung, im letzteren 
Falle ist die Extraktion unvollkommen, und es lést sich auch leicht 
EiweiB vom Filtrierpapier los. Die Anwesenheit dieser minimalen 
EiweiBmengen fiihrt bei den meisten Mikromethoden zu einem Fehler, 
wodurch die ganze Bestimmung wertlos wird. Eine einmal entnommene 
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zu geringe Blutmenge kann nicht nachtriglich erginzt werden, <a 
das Blut wahrend dieses Zeitverlustes durch Verdunstung bedeutend 
an Gewicht verliert. Selbst bei einmaliger Gewichtsbestimmung kommt 
das Verdunsten in Betracht, indem das Blut dadurch etwa 0,5 my 
von seinem Gewicht verliert. Ein weiterer Nachteil der Torsionswage 
besteht darin, daB dieselbe nicht transportabel ist, so daB die Blut- 
entnahme im Laboratorium vorgenommen werden mu, was nicht 
immer leicht durchzufiihren ist. Zum Aufsaugen des Blutes ist nur 
eine speziell zu diesem Zwecke verfertigte Filtrierpapiersorte geeignet, 
da sich der EiweiBniederschlag von einem anderen Papier leicht loslist 
und in den Extrakt gelangt. Dadurch aber wird die Bestimmung, 
wie schon gesagt, gestért. SchlieBlich verlingert die Filtrierpapier- 
methode die Bestimmungszeit dadurch, daB die Extraktion des Zuckers, 
Chlors usw. eine gewisse Zeit in Anspruch nimmt, die bei Chlor z. B. 
mindestens 6 Stunden ausmacht. 

Alle diese Nachteile der Bangschen Mikrobestimmungen!) haben 
uns schon im Jahre 1919 zur Publikation einer Modifikation dieser 
Methoden veranlaBt, bei welcher das Abwiegen des Blutes volumetrisch 
mit einer zu diesem Zwecke konstruierten Kapillarpipette geschieht. 
Dadurch wird die Benutzung der Torsionswage und des Filtrierpapiers 
tiberfliissig. In den letzten 2 bis 3 Jahren wurden — da unser Ver- 
fahren anscheinend unbekannt blieb — mehrere ahnliche Versuche 
gemacht. 

Pincussen*) beschrieb folgendes Verfahren: Man saugt aus der Finger- 
kuppe in eine 0,1 ccm fassende Pipette Blut und iibertragt es aus der Pipette 
auf den Bangschen Filtrierpapierstreifen. Nach 5 Minuten Trocknenlassen 
wird der Papierstreifen mit der Bangschen Uranylacetat-Kaliumchlorid 
eiweiBfaillenden Lésung beschiittet. Das weitere Arbeiten geschieht nach 
dem Bangschen Originalverfahren. Bei dieser Art der Blutabmessung 
entsteht dadurch ein Fehler, da8 etwas Blut an der Wand der Pipette 
haften bleibt. Die verbrauchte Blutmenge wird also nicht 0,1 cem, sondern 
etwas weniger sein. Auch werden durch diese Methode die durch das 
Filtrierpapier verursachten Schwierigkeiten nicht eliminiert. Landsberg*) 
gelang es, durch die von ihm neuestens beschriebene Methode das Filtrier- 
papier auszuschalten. 

Landsberg saugt das Blut in eine Melangeurpipette, deren Kapillarrohr 
bei 0,02, 0,04, 0,1 und 0,2 cem markiert ist. Nachher verdiinnt er das Blut 
auf 2 ccm mit destilliertem Wasser, wodurch die Blutgerinnung verhindert 
wird. Das verdiinnte Blut blast er in eine Eprouvette und wascht das an 
der Pipettenwand klebende Blut mit 2 ccm Wasser nach. Die EnteiweiSung 
geschieht durch Kochen und nachher mit kolloidalem Eisenhydroxyd 
nach Rona-Michaelis. Dann folgt das Auffiillen mit destilliertem Wasser 
und das Filtrieren. Zur Zuckerbestimmung werden aliquote Teile des 

1) Bang, Methoden zur Mikrobestimmung einiger Blutbestandteile. 

2) Pincussen, Mikromethodik. 

8) Landsberg, Klin. Wochenschr. 1923. 
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Filtrats verwendet. Abgesehen davon, daB bei dieser Methode die Ent- 
eiweiBung etwas umstandlich ist, ist sie auch deswegen nicht entsprechend, 
weil sie ungenaue Werte gibt; wahrscheinlich deswegen, weil die Bangsche 
Methode nur beim Gebrauch der hierfiir vorgeschriebenen Lésungen 
exakte Resultate ergibt. Da Landsberg zur EnteiweiBung nicht die Bangsche 
KCl-Uranylacetatlésung gebraucht, so fehlt im Reaktionsmedium die 
KCl-Menge, die zum normalen Verlauf der Reaktion notwendig ist. Es 
ist aber bekannt, daB dieselbe Zuckermenge je nach der Zusammensetzung 
des Reaktionsmediums verschiedene Kupfermengen reduziert. Nach unseren 
Untersuchungen ergibt die Landsbergsche Methode um 20 bis 26 Proz. 
niedrigere Blutzuckerwerte als die Bangsche. 


Wenn wir auch also die Blutaufsaugung und EnteiweiBung nicht 
mit der Torsionswage bzw. Filtrierpapier machen, so mu8 trotzdem 
die Bestimmung des Zuckers genau mit den durch Bang vorgeschriebenen 
Reagenzien geschehen, denn nur so kénnen wir richtige Werte bekommen. 
Dieser Forderung entspricht die schon erwaihnte Methode’), die wir 
seither so modifiziert haben, daB sie eine genauere Abmessung des 
Blutes als mit der Torsionswage gestattet. 


Die Aufsaugung und die EnteiweiBung des Blutes geschieht folgender- 
weise. In einem kleinen Kolben ist mit Hilfe eines einmal durchbohrten 
Korkes ein Kapillarrohr befestigt. Der Durchmesser des Kapillarrohrs ist 
Imm, sein freies Ende ist spitzig geschliffen (nicht ausgezogen, denn durch 
das Schleifen verengt sich das 
Lumen des Kapillarrohrs nicht, 
durch Ausziehen aber ja). Das 
Lumen des Kapillarrohrs erweitert 
sich an einer Stelle, und oberhalb 
der Erweiterung ist es mit einer 
Marke versehen. 

Die Lange der Kapillare be- 
tragt von der Spitze bis zur Marke 
zweckmaBig etwa 6,5cem, von da 
bis zur Biegung etwa 3cm; ihr 
Inhalt von der Spitze bis zur Marke 
0,115 em. Auch der Hals des 
Kolbens ist mit einer Marke ver- 
sehen; sein Inhalt betrigt bis zur Abb. 1. 

Marke genau 15 cm. Oberhalb 
der Marke ist ein Seitenrohr an dem Kolben angebracht, der mit Gummi- 
réhrchen und Glasmundstiick montiert ist (fehlt auf der Zeichnung). 

Es ist gut, wenn der Kolben einen breiten Boden hat, und dadurch 
wird der Apparat stabiler. 

Die Abmessung sowie die EnteiweiBung des Blutes geschieht mit 
diesem Apparat folgendermaBen : 

Mit Hilfe des Mundstiicks am Seitenrohr wird aus der Fingerbeere 
Blut bis zur Marke in die Kapillare gesogen. 

Jetzt wird die Kapillare von dem auBen haftenden Blute gereinigt 
und das Blut in den Kolben hineingesogen. Sofort danach wird durch die 





1) Ernst und Weiss, Wien. klin. Wochenschr. 1921. 
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Kapillare Bangsche Lésung zur EnteiweiBung in den Kolben gesogen. 
welche das Eiwei8 sofort in Form eines reichlichen flockigen Niedersc)ilag; 
fallt. Das Hineinsaugen der fallenden Lésung geschieht am besten so. 
da8 man abwechselnd etwas Luft und dann etwas Lésung durch die Kapillar 
einsaugt; auf diese Weise geniigt nimlich viel weniger Lésung, um da 
Blut (rasch, quantitativ) in den Kolben zu waschen (so erreichen wir, daj 
das Blut quantitativ in den Kolben gespiilt wird). Dann entfernen wir dic 
Kapillare samt Stépsel. Sollte an dem dem Kolben zugekehrten Ende etwa; 
Blut haften, so wird es mit der Enteiwei®Bungsfliissigkeit in den Kolbe, 
gewaschen und der Kolben danach bis zur Marke damit gefiillt. Eventueller 
Schaum, der das genaue Auffiillen des Kolbens erschweren kénnte, win) 
durch einen Tropfen reinen Athers sofort beseitigt. Nach dem Auffiiller 
kann die Fliissigkeit sofort filtriert werden. Es soll dazu ein méglichs 
kleines Filter benutzt werden, damit das Filtrierpapier nicht viel Fliissigkei: 
zuriickhalte (Diameter des geéffneten Filtrierpapiers 6 bis 7em). So er 
reichen wir, daB die Menge des Filtrats nicht weniger als 14 ccm betragey 
wird. Wir messen mit einer zu diesem Zwecke hergestellten Pipette mit 
einer Marke 13 ccm des Filtrats in einen Erlenmeyerkolben von 125 ccm 
Inhalt; und zwar darum 13ccm, weil die Bangsche Zuckerbestimmung 
fiir diese Menge ausgearbeitet ist. 

Das weitere Verfahren geschieht ganz nach der Vorschrift von Ban, 
und Hatlehoel, indem wir zur Fliissigkeit im Erlenmeyerkolben Jodlésung 
zusetzen, dann mit Wasserdampf zum Sieden erhitzen usw. Auch die 
Berechnung geschieht in der Weise, wie sie im erwahnten Artikel angegeben 
ist. Die als Resultat der Bestimmung erhaltene Zuckermenge entspricht 
dem Zuckergehalt von 0,1 cem Blut. Die Menge des in die Kapillare ge- 
saugten Blutes betraigt nimlich, wie schon gesagt, 0,115cem. Diese Menge 
wurde auf 15 ccm aufgefiillt und von 13 cem des Filtrats zur Bestimmung 
benutzt. Die Bestimmung geschah also in '/,,; des aufgesaugten Blutes 
Das macht aber 0,1 cem aus. Das so erhaltene Resultat bezieht sich als 
auf Blutvolumen sowie iiberhaupt die meisten chemischen Analysen im 
Blute, im Gegensatz zum Verfahren von Bang, der den Gehalt an Blutzucker 
auf die Blutmenge bezieht. 

Das Kalibrieren der Kapillare geschieht mit Quecksilber. Dem Volumen 
von 0,115 ccm entspricht bei Zimmertemperatur 1,563 g Quecksilber. 


Das mitgeteilte Verfahren ersetzt also die teure Torsionswage und 
macht zugleich den Gebrauch von Filtrierpapier iiberfliissig. Der 
Apparat selbst ist sehr einfach und folglich billig, wodurch die Bangschen 
Mikromethoden weiteren Kreisen zuganglich werden. Die Bestimmungen 
sind mit diesem Apparat sehr schnell ausfiihrbar, da die bei Gebrauch 
von Filtrierpapier notwendige Extraktionszeit wegfallt (Mikrozucker 
¥, Stunde, Mikrochlor 5 Stunden). Das Verfahren ist einfach, denn 
das Aufsaugen und das EnteiweiBen des Blutes kann in demselben 
Apparat vorgenommen werden; eine Ubertragung des verdiinnten 
Blutes zwecks EnteiweiBung in ein anderes GefaB (Verfahren von 
Landsberg) wird dadurch hinfallig. Da das Blut vor Ausfloekung ces 
EiweiBes nicht mit destilliertem Wasser verdiinnt wird, und die Ent. 
eiweiBung mit Bangscher Lésung geschieht, so verliuft der chemische 
ProzeB genau so wie beim Verfahren von Bang. Da das Abmessen 
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des Blutes mit einer Pipette geschieht, die dort, wo abgelesen wird, 
cin kapillares Lumen besitzt, so ist die Abmessung mit einer groBen 
Genauigkeit méglich, die jene beim Gebrauch einer Torsionswage 
erreichbare tibertrifft. 

Mit dem obigen Verfahren haben wir uns besonders eingehend an 
der Hand der Zuckerbestimmung befaBt. Natiirlich ist es aber auch 
zum Gebrauch fiir andere Mikromethoden geeignet. So hat z. B. 
Rusznyak mit Benutzung dieses Verfahrens eine Mikromethode zur 
Chiorbestimmung ausgearbeitet. 
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Uber den Mechanismus der Guajakreaktion. 


Von 
Edna Uys-Smith (B. A.). 
(Aus dem physiologischen Laboratorium der Reichsuniversitat zu Groningen.) 


(Eingegangen am 6. Dezember 1925.) 


Wir verdanken M.W. Onslow den Beweis, daB bei dem Zustande. 
kommen der Guajakreaktion der Pflanzen Brenzcatechinderivate eine 
ausschlaggebende Rolle spielen!). Nach den Untersuchungen von 
v. Szent-Gyérgyi*) ist der Mechanismus der Reaktion der folgende: 
Durch die Oxydase wird das Brenzcatechin zu einem o-Diketochinon 
oxydiert, das unmittelbar das Guajak unter Bildung der blauen Farbe 
oxydiert. 

Onslow hat zugleich nachgewiesen, daB bei der Reaktion das natiirliche 
Brenzcatechin durch p-Kresol ersetzt werden kann. Onslow erklart dies 
durch die Annahme, daB das Kresol durch das Ferment zunachst zu einem 
Brenzcatechinderivat (3,4-Dihydroxytoluen) oxydiert wird, und das 
Harz erst unter Mitwirkung dieses Brenzcatechinderivats geblaut wird 
Spater ist es M. W.Onslow und M. E. Robinson *) tatsichlich auch gelungen, 
in einer p-Kresollésung, auf die Oxydase eingewirkt hat, Brenzcatechin 
nachzuweisen (violette Farbe bei Zugabe von Ferrosalzen bei neutraler 
Reaktion; bei héherer Alkalitét Umschlag in Purpur). 

Die Mitteilung von Onslow und Robinson enthilt wohl den Beweis, 
daB aus p-Kresol unter Einwirkung von Oxydase ein o-Dihydroxy- 
derivat gebildet wird. Soweit aber aus der Mitteilung ersichtlich ist, 
ist durch diese Versuche noch nicht bewiesen, daB die Guajakreaktion 
tatsichlich dem entstandenen Brenzcatechinderivat zugeschrieben 
werden kann. Man kénnte wohl auch denken, da8 das Guajakharz 
unmittelbar durch ein aus dem Kresol entstandenes Chinon gebliut 
wird, und die geringe Menge des entstandenen Brenzcatechins bei 
der Reaktion noch keine wesentliche Rolle spielt. 


1) W. M. Onslow, Biochem. Journ. 14, 535, 1920. 
*) A. v. Szent-Gydérgyi, diese Zeitschr. 162, 399, 1925. 
8) W. M. Onslow und M. E. Robinson, Biochem. Journ. 19, 420, 1925. 
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Um hieriiber AufschluB zu erhalten, haben wir die Intensitat 
der Guajakreaktion bei variierter Kresol- und Brenzcatechinkonzen- 
tration verglichen. Dann versuchten wir, die Menge des aus dem Kresol 
unter Fermenteinwirkung in derselben Zeit entstandenen Brenzcatechins 
zu ermitteln. Aus dem Ergebnis dieser Versuche konnten wir nun 
ableiten, ob die Menge des aus Kresol entstandenen Brenzcatechins 
tatsichlich ausreicht, um die erhaltene Guajakreaktion auch ohne 
Mitwirken des noch unverinderten Kresols zu erklaren. Das Resultat 
war das folgende: Die Menge des aus p-Kresol unter Einwirkung der 
Oxrydase entstandenen Brenzcatechinderivats ist geniigend, um die Guajak- 
reaktion zu erkldren. Der Befund spricht also zugunsten der Onslowschen 
Annahme, daB das p-Kresol, bevor es sich an der Blaiuung des Guajak- 
harzes beteiligen kann, durch das Ferment zuerst zu einer o-Dioxy- 
verbindung oxydiert werden muB. 


Experimentelles, 

Zu allen Versuchen wurde das a. a. O. beschriebene (Zitat 2, 8. 403) 
Fermentpraparat benutzt. Die Versuche wurden in kleinen, 3 ccm 
fassenden Becherchen bei Zimmertemperatur ausgefiihrt. Stets wurden 
zu leem der entsprechenden Brenzcatechin- bzw. Kresollésung 
ein Spatelchen (30 mg) Ferment und ein Tropfen 10 proz. Guajaktinktur 
0,5 mol. Na-Acetat 

0,05 Essigsaure 


gegeben. Als Lésungsmittel diente durchweg ein 


-Puffer. 

Wird in dieser Weise eine Verdiinnungsreihe von Brenzcatechin 
mit dem Faktor 2 dargestellt, so zeigt sich nach 15 Minuten bei einer 
Brenzcatechinkonzentration von 0,006 Proz. eine sehr starke, bei 
0,003 Proz. eine starke, hei 0,0015 Proz. eine maBige und bei 0,000 75 Pioz. 
noch eine recht deutliche Guajakreaktion. Nach dem Herstellen der 
Mischungen erscheint die Reaktion sehr schnell. In 10 Minuten ist 
sie in 0,006 Proz. bereits stark, in 0,0015 Proz. bereits deutlich. 

Bei Gebrauch von p-Kresol an Stelle des Brenzeatechins erscheint 
die Reaktion viel langsamer. In 15 Minuten ist die Reaktion bei 
0,05 Proz. Kresol ebenso stark wie bei einer Brenzcatechinkonzentration 
von 0,006 bis 0,003 Proz. p-Kresol 0,025 Proz. = Brenzcatechin 
0,003 bis 0,0015 Proz. p-Kresol 0,012 und 0,006 Proz. = Brenzcatechin 
0,0015 bis 0,0007 Proz. 

Nun wurden dieselben Verdiinnungsreihen von p-Kresol mit 
Ferment, jedoch ohne Guajakharz hergestellt. Nach 15 Minuten wurde 
je ein Tropfen 1 proz. Ferrosulfat und 0,6 ccm 5proz. NaHCQOs, dann 
ein kleiner Tropfen Ammoniak zugesetzt. Die Intensitaét der Farbe 
wurde verglichen mit der Intensitaét der Farbe einer Brenzcatechinreihe, 
die in analoger Weise mit Ferment, jedoch unmittelbar vor der Ferro- 
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reaktion frisch zubereitet wurde. Hierbei zeigte sich, daB die Ferro- 
reaktion bei der Kresolkonzentration 0,05 und 0,025 Proz. gleich stark 
war wie die Ferroreaktion der Brenzcatechinreihe bei der Konzen- 
tration von 0,006 bis 0,003 Proz. Kresol 0,012 und 0,006 Proz. = Brenz- 
eatechin 0,0015 Proz. 

Die Intensitaét der Guajakreaktion ist also bei einer gegebenen 
Kresolkonzentration gleich stark wie die Intensitét der Guajakreaktion 
einer reinen Brenzcatechinlésung, deren Konzentration iibereinkommt 
mit der Konzentration des wihrend des Versuchs aus dem Kreso! 
gebildeten Brenzcatechins. 








der L 
das 
(Har 
und 
(bei 


gega 
Sehy 
daB 

fiigu 
Eler 


von 
in t 














Uber die Zusammensetzung 
es aus normalem Menschenharn mit p-Dimethylaminobenz- 
aldehyd darstellbaren, kristallisierbaren Farbstoffs. I. 


Von 
Georg Scheff. 


Aus dem physiologisch-chemischen Institut der kénig]. ungar. Universitat 
Budapest.) 


(Eingegangen am 6. Dezember 1925.) 


Da es bislang nicht gelungen ist, die Methode, die P. Hari‘) zur 
Darstellung des von ihm seinerzeit gefundenen Farbstoffs beschrieben 
hatte, im Sinne einer besseren Ausbeute zu modifizieren, muBten etwa 
100 Liter Harn verarbeitet werden, um 1 g der rohen bzw. 0,70 g¢ der 
riederholt umkristallisierten Substanz zu erhalten. Letztere zeigte 
lieselben Eigenschaften, die Hari an den von ihm erhaltenen winzigen 
Mengen beschrieben hatte: Die blittrige Struktur der dunkel kupfer- 
roten Masse mit dem eigentiimlichen Fett- oder Seidenglanz, die Leicht - 
léslichkeit in Athylalkohol, Unléslichkeit in Wasser usw., das Maximum 
der Lichtabsorption der alkoholischen Lésung bei 508 yy (Hari 507.5 uy), 
das Absorptionsverhiltnis (Vierordt) an dieser Stelle = 0,000008 96 
(Hari 0,000 008 80). Den Schmelzpunkt habe ich etwas héher gefunden, 
und zwar schmolz die Substanz in drei Versuchen scharf bei 228°C 
(bei Héri zwischen 215 und 225°C). 

Im Besitz der oben bezeichneten Menge konnte nunmehr daran- 
gegangen werden, genauere Untersuchungen tiber etwaigen Halogen-, 
Schwefel- und Eisengehalt auszufiihren bzw. den Nachweis zu fiihren, 
daB die bereits von Anfang her (als bloB minimale Mengen zur Ver- 
fiigung gestanden hatten) gehegte Vermutung, daB die genannten 
Elemente fehlen, auch richtig sei. 

Schwefel. Etwa 3 cg der Substanz wurden mit einem Uberschu8 
von salpetersaurem und kohlensaurem Natrium (1:4) vermischt und 
in tiber einer Spiritusflamme geschmolzenes salpetersaures Natrium 


1) Diese Zeitschr. 117, 41, 1921. 
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kleinweise eingetragen. Die erkaltete Schmelze habe ich in veidiinnter 
Salzsiure gelést, am Wasserbade eingedampft, wieder in Salzsiiure 
gelést, eingedampft usw. Zum Schlusse erwies sich die Lésung als 
sulfatfrei. 

Chlor. Die Bestimmung nach Carius, in einem bestbekannten 
reichsdeutschen Laboratorium ausgefiihrt, ergab die Abwesenheit 
von Chlor. 

Eisen. Nach der kolorimetrischen Methode von Autenrieth wi 
Funk) untersucht, erwiesen sich mehrere Priparate als eisenhaltig. 
doch waren es bloB so geringe Mengen, 0,025 bis 0,054 Proz., daB von 
vornherein vermutet werden durfte, daB es sich um Verunreinigungen 
handelt. Das war in der Tat der Fall, indem sich die Salzsaure, die zur 
Bereitung des Zhrlichschen Reagens verwendet wurde, als eisenhaltiy, 
wenn auch in sehr geringem Grade, erwies. Nun wird aber nach der 
Vorschrift von Héri im Bleifiltrat des Harns, das sich durch Zusatz 
des Reagens tiefrot gefirbt hatte, die Siure durch Zusatz von Ammoniak 
abgestumpft ; ja, oft ist es nétig, auch iiber die neutrale Reaktion hinaus 
noch Ammoniak hinzuzufiigen. Dann ist es aber auch verstiandlich, 
daB Eisenhydroxyd, wenn auch in minimalen Mengen, neben dem 
flockigen Farbstoff ausfallt und ihm auch nach dem Umkristallisieren 
anhaftet. In der Tat konnte ich mich wiederholt davon iiberzeugen, 
daB bei Verwendung von eisenfreier Salzsiure der Eisengehalt des 
Farbstoffs auf ein auch kolorimetrisch nicht mehr zu bestimmendes 
Minimum absinkt. 

Der Farbstoff ist also schwefel-, chlor- und praktisch auch eisenfrei. 


1) W. Autenrieth und Albert Funk, Miinch. med. Wochenschr. 49, 
765, 1912. 
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Uber die Zusammensetzung 
des aus normalem Menschenharn mit p-Dimethylaminobenz- 
aldehyd darstellbaren, kristallisierbaren Farbstoffs. LI. 


Von 


Paul Hari. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der kénigl. ungar. Universitat 
Budapest.) 
(Eingegangen am 6. Dezember 1925.) 


Im Jahre 1921 habe ich") einen kristallisierbaren Farbstoff be- 
schrieben, der sich durch Kondensation mit p-Dimethylaminobenz- 
aldehyd bei héherer Temperatur aus jedem normalen Menschenharn 
in geringen Mengen darstellen lat, und der verschieden ist von dem 
roten Farbstoff der in manchen pathologischen Harnen apf Zusatz 
des erwahnten Ehrlichschen Reagens in der Kalte entsteht. DaB dem 
von mir dargestellten Farbstoff der Charakter einer chemisch reinen, 
einheitlichen Verbindung zukommt, ging mit groBer Wahrscheinlichkeit 
einerseits aus dem recht konstanten Schmelzpunkt, andererseits aus 
der Konstanz der auf dieselbe Konzentration bezogenen Licht- 
absorption hervor, indem das Absorptionsverhiiltnis (Vierordt) in der 
alkoholischen Lésung des Farbstoffs, an derselben Spektralstelle be- 
stimmt, in jeder Lésung denselben Wert ergab. 

Seitdem konnte, wie aus der vorangehenden Mitteilung von 
G. Scheff?) ersichtlich, festgestellt werden, daB die Substanz schwefel- 
und halogen- und praktisch auch eisenfrei ist. 

Andererseits liegen nunmehr auch analytische Daten vor, die einen 
wahrscheinlichen Schlu8 auf die Art der Farbstoffkomponente ge- 
statten, die, in normalem Menschenharn enthalten, sich mit dem 
Aldehyd zum Farbstoff kondensieren laB8t. So hatte Herr Prof. Hans 
Lieb im Jahre 1921 die groBe Liebenswiirdigkeit, wofiir ihm an dieser 
Stelle bestens gedankt sei, die Mikroanalyse an einer eingesandten 
Probe auszufiihren. 


1) P. Hari, diese Zeitschr. 117, 41, 1921. 
2) G@. Scheff, diese Zeitschr. 168, 451, 1926. 
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Jahre spiter wurde in diesem Institut eine gréBere Menge der 
Substanz dargestellt und davon einem bestbekannten Laboratorium 
im Reiche zur Untersuchung eingesandt. Endlich hatte Herr Prof. 
H. Fischer in Miinchen, der die Substanz in seinem Institut herstellen 
lieB, die groBe Liebenswiirdigkeit, fiir die ich ihm bestens danke, mir 
die Daten der Analysen zu iiberlassen, die er ausfiihren lieB. Diese Ana- 
lysen ergaben folgendes: 


Lieb. 3,910 mg Substanz lieferten 10,91 mg CO, und 2,16mg H,0O; 
das sind 76,10 Proz. C und 6,18 Proz. H. 

4,390 mg Substanz lieferten 12,28 mg CO, und 2,36 mg H,O, das sind 
76,29 Proz. C und 6,02 Proz. H. 

4,609 mg Substanz lieferten bei 12°C und 735mm Hg 0,422 cem, 
das sind 10,60 Proz. N. 

5,095 mg Substanz lieferten bei 17°C und 730mm Hg 0,475 ccm, 
das sind 10,54 Proz. N. 

4,135 mg Substanz lieferten bei 17°C und 739mm Hg 0,382 ccm, 
das sind 10,58 Proz. N. 


Privatlaboratorium. 20,165 mg Substanz lieferten 56,405 mg CO, und 
11,510 mg H,O, das sind 76,27 Proz. C und 6,34 Proz. H. 

19,255 mg Substanz lieferten 53,800mg CO, und 10,815mg H,0O, 
das sind 76,18 Proz. C und 6,24 Proz. H. 

6,905 mg Substanz lieferten bei 18°C und 720mm Hg 0,665 ccm, 
das sind 10,47 Proz. N. 

6,340 mg Substanz lieferten bei 18°C und 722mm Hg 0,620 ccm, 
das sind 10,66 Proz. N. 


Fischer. 3,820mg Substanz lieferten 10,690mg CO, und 2,190 mg 
H, 0, das sind 76,65 Proz. C und 6,44 Proz. H. Dabei waren auch 0,015 mg 
Asche, entsprechend 0,39 Proz. Asche zuriickgeblieben. 

4,208 g Substanz lieferten bei 17°C und 719mm Hg 0,408 ccm, 
das sind 10,79 Proz. N. 


Im Mittelwert der Analysen wurden also erhalten: 


von Lieb. . ... . .,. 76,30 Proz. C, 6,10 Proz.H und 10,57 Proz. N 
vom Privatlaboratorium. . 76,23 ,, C, 629 ,, H ,, 10,57 , N 
von Fischer. ..... . 76,656 , C, 644 , H , 10,79 , N 


Obzwar der von mir dargestellte Farbstoff mit dem Aldehyd- 
kondensationsprodukt des Urobilinogens in pathologischen Harnen 
durchaus nicht identisch ist, wie ich seinerzeit auszufiihren Gelegenheit 
hatte und auch oben erwihnte, ist es durchaus wahrscheinlich, daB die 
Struktur der beiden Farbstoffe eine analoge ist. Nach den Ausfiihrungen 
von Fischer und Meyer-Betz') ist der ,,der Ehrlichschen Aldehyd- 
reaktion zugrunde liegende Farbstoff ein Dipyrrylmethanfarbstoff . . .“, 
und in einer Korrespondenz mit Herrn Privatdozenten Lieb im Jahre 
1921 vermutete ich dasselbe beziiglich meines Farbstoffs. Auf Grund 


1) Hans Fischer und Friedr. Meyer-Betz, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 75, 261, 1911. 
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der nunmehr vorliegenden Analysen und der Sicherheit, daB der Farb- 
stoff einheitlicher Natur ist, ist es méglich, allerdings ohne daB es 
zunachst noch bewiesen werden kénnte, daB wir es mit einem Kon- 
densationsprodukt von 2 Molekilen Skatoxy!l mit 1 Molekiil des 
p-Dimethylaminobenzaldehyds zu tun haben. 

Diese liefern nimlich unter Austritt von 1 Molekiil Wasser die 
Verbindung C,H,NO—C,H,,N—C,H,NO = Cy,H,,N,0,, und ergibt 
die Berechnung fiir diese: C = 76,24 Proz., H = 6,35 Proz., 
N = 9,88 Proz., also vorziigliche Ubereinstimmung des berechneten 
C- und H-Gehalts mit den von Lieb und im Privatlaboratorium er- 
haltenen Werten; waihrend der N-Gehalt ein héherer ist. 

Ob, wenn meine Annahme iiberhaupt richtig ist, das Skatoxyl 
als solches im Harne vorhanden ist, oder aber als Paarling erst durch 
Zusatz der (benzaldehydhaltigen) starken Siure zum kochenden Harn- 
filtrat (wie dies bei meiner Darstellungsart vorgeschrieben ist) ab- 
gespalten wird, bzw. ob das Skatoxyl erst unter Einwirkung der Saure 
aus einem anderen pyrrolhaltigen Harnbestandteil entsteht, mu 
zunaichst noch dahingestellt bleiben. Hieriiber werden erst spitere 
Versuche den Entscheid bringen kénnen, denen allerdings die tiberaus 
geringe Ausbeute sehr hinderlich im Wege steht. 











Uber das Tartarylhimin von Stefan Hajdu. 


Von 
Helene Goldman. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der kénig]. ungar. Universitat 
Budapest.) 


(Eingegangen am 6. Dezember 1925.) 


Vor kurzem hat Stefan Hajdu") ein im obigen Institut von ihm 
dargestelltes Tartarylhimin beschrieben, in dem laut der mitgeteilten 
Analysenzahlen sehr wahrscheinlich 1 Molekiil Weinsaure mit 4 Hamin- 
molekilen verbunden ist. Fiir diese Zusammensetzung sprechen die 
C- und H-Werte einer auswiirts ausgefiihrten Analyse, wihrend die 
N- und Fe-Werte héher waren. Umgekehrt ergaben die von Hajdu 
selbst ausgefiihrten Analysen N- und Fe-Werte, die den berechneten 
weit niher kamen, wihrend die C-Werte solche Schwankungen auf- 
wiesen, daB sie als unbrauchbar bezeichnet werden muBten. Als 
Ursache letzterer Unstimmigkeiten wurde, nachdem Hajdu seine Ver- 
suche bereits abgebrochen hatte, ein Gebrechen des zur Elementar- 
analyse verwendeten Apparats konstatiert, das zu systematischen 
Fehlern fiihrte. Nachdem dieses Gebrechen behoben war, habe ich auf 
Veranlassung von Prof. Hari an einem der von Hajdu dargestellten, 
im Institut verbliebenen Priaparate folgende Analysen ausgefiihrt: 
a) 0,0968 g Substanz ergaben 0,2315 g CO, und 0,041 g H,O, und es 
sind 0,0129 g Fe,O, verblieben. Die Berechnung ergibt 65,19 Proz. C, 
4,71 Proz. H und 9,32 Proz. Fe. 

b) 0,0974 g Substanz ergaben 0,233 g CO,, 0,0415 g H,O, und es sind 
0,0135 g Fe,O, verblieben. Die Berechnung ergibt 65,24 Proz. C, 
4,73 Proz. H und 9,69 Proz. Fe. 

Also erhielt ich angenahert soviel C wie der auswirtige Analytiker, 
und wie es auch dem theoretischen Wert entspricht, allerdings auch 
weniger H und mehr Fe als der Theorie entspricht. 


1) Stefan Hajdu, diese Zeitschr. 168, 233, 1925. 


(Au 


ist 1 
Ein 
auc 
gest 
Blu 
Eise 
Wu 

alka 
den 

Han 
hécl 


Vers 
einfé 
also 
Fern 
maB 
geze. 





Fermente und Licht. VIII. 
Von 


Ludwig Pinecussen. 


Katalase. I.’ 


Von 


Franz Seligsohn. 


(Aus der biochemischen Abteilung des staédtischen Krankenhauses am Urban, 
Berlin.) | 


(Eingegangen am 8. Dezember 1925.) 


Die katalytische Spaltung des Wasserstoffsuperoxyds durch Blut 
ist nach der herrschenden Anschauung bedingt durch zwei Komponenten : 
Kinerseits durch die Katalase, welche ebenso wie aus den Blutkérperchen 
auch aus anderen -Organen in einem gewissen Reinheitsgrad dar- 
gestellt werden kann und andererseits durch die Funktion des roten 
Blutfarbstoffs, augenscheinlich in einer gewissen Abhangigkeit vom 
Eisengehalt, da das eisenfreie Hamatoporphyrin unwirksam ist. Nach 
Wu (1) liegt aber das Optimum der Himatinkatalase weit auf der 
alkalischen Seite im Gegensatz zum Katalaseoptimum, so da bei 
den fiir die Katalase angewandten Wasserstoffzahlen der durch die 
Haimatinkatalase bedingte Fehler sehr gering ist und im allgemeinen 
héchstens 2 Proz. betragen diirfte. 

Unter diesen Verhaltnissen habe ich die nachfolgend geschilderten 
Versuche an der vom Blutfarbstoff nicht befreiten Katalase, d. h. also 
einfach verdiinnten Blutlésungen angestellt. Die Versuche dhneln 
also in gewissem MaBe denen an ungereinigten bzw. wenig gereinigten 
Fermenten, deren Resistenz gegeniiber der Strahlung eine verhaltnis- 
maBig héhere ist als bei weiter gehender Reinigung, wie von Pincussen (2) 
gezeigt worden ist. 
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Uber die Einwirkung der Strahlung auf Katalase liegen verhiltnis. 
maBig wenig Versuche vor. Nach Waentig und Steche (3) findet eine 
Herabsetzung der Wirksamkeit durch Bestrahlung statt, abhangig 
vom Grade der Reinheit; im alkalischen Medium ist die Wirkung am 
stirksten. Erwihnt seien auch noch Versuche von Talarico (4), dai 
auf Pferdeleberkatalase blaues Licht am starksten wirkt, rotes und 
griines jedoch unwirksam bleibt. Sauerstoff soll bei dieser Zerstérung 
nach Agulhon (5) nicht erforderlich sein, doch wird die Zerstérung 
durch Sauerstoff beschleunigt. 

Es handelt sich nun darum, zu priifen, ob bei der Strahlenein. 
wirkung auf Katalase die gleichen GesetzmaBigkeiten zu beobachten 
sind, wie sie in den friiheren Mitteilungen fiir andere Fermente fest- 
gestellt wurden. Die Versuche gestalten sich, der auBerordentlich 
schnellen Wirkungsabnahme der Blutkatalase entsprechend, ver. 
haltnismaBig schwierig, da die Ausfiihrung des Versuchs in kurzer 
Zeit erfolgen muB. Als zweckmiBige Arbeitsmethode erwies sich die 
von Bach und Levinger (6) angegebene Modifikation. Die Entnahme 
des Blutes aus dem Tropfen (Fingerbeere des Menschen bzw. Ohrvene 
des Kaninchens) erfolgte mit einer 0,02 ccm fassenden Pipette; durch 
Ausblasen und mehrmaliges Auswaschen wurde der Inhalt in ein mit 
50 ccm destillierten Wassers beschicktes MeBSkélbchen quantitativ 
iiberfiihrt. Bei der schon erwaihnten schnellen Wirkungsabnahme der 
Blutkatalase war natiirlich erforderlich, Versuchsproben und Kontrollen 
zu genau gleicher Zeit anzusetzen und ganz gleichmaBig zu behandeln. 
Zur Messung der katalatischen Kraft wurden in der Regel 5cem der 
so hergestellten Katalaselésung zu 100ccm einer Perhydrollésung 
1 : 2000 gefiigt und die Mischung in ein Wasserbad von 18° gebracht. 
Sowohl vor Anfang des Versuchs wie dreimal innerhalb 20 Minuten 
wurden je 25 ccm der Reaktionslésung herausgenommen, durch Zugabe 
von 2cem 20proz. Schwefelsiure die Fermentwirkung unterbrochen 
und sodann mit n/100 Kaliumpermanganatlésung bis zum Auftreten 
einer 1 Minute lang bleibenden Rosafirbung titriert. 

Die Bestrahlungen erfolgten mit dem Lichte einer Quarz-Queck- 
silberlampe, die bei einer Lampenspannung von 60 Volt mit 2 Amp. 
brannte. Die zu bestrahlenden Katalaselésungen befanden sich in 
Quarzgliisern, 10cm von der Lichtquelle entfernt. Die Kontroll- 
lésungen befanden sich, damit eventuelle Fehler durch Gase, besonders 
Ozon, ausgeschaltet waren, in gleichem Raume in gewéhnlichen Glasern, 
gegen die Wirkung der Lampe geschiitzt. Die Bestrahlungsdauer 
schwankte zwischen 10 und 40 Minuten. 

Uber die Kinetik der Katalasespaltung besteht auch heute, trotz 
einer Reihe wertvoller Ergebnisse, noch kein abschlieBendes Urteil. 
Es scheint im wesentlichen, daB die Ansicht von Morgulis (7) zu Recht 
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besteht, nach dem die Kinetik von dem jeweiligen Mengenverhiltnis 
Ferment : H,O, abhangig ist. Wird bei iiberschiissiger Fermentmenge 
der gréBte Teil des Wasserstoffsuperoxyds zersetzt, so ist der Verlauf 
monomolekular; ist die Fermentmenge im Vergleich zum H,0Q, ver- 
hiltnismaBig gering, so verlauft die Spaltung nach dem bimolekularen 
Typ. Es scheint, daB auch Zwischenstufen méglich sind, wie z. B. von 
Rona und Damboviceanu(8) bei der Leberkatalasespaltung unter 
gewissen Bedingungen gewonnene Resultate fiir eine 11 molekulare 
Reaktion stimmen nach folgender Formel: 

» eee Ya— ja—vx 

is; : 


t Y\a(a— 2x) 


In den nachfolgenden Versuchen ist aus Raumersparnis darauf 
verzichtet, die Titrationswerte anzugeben; es sind sogleich die Ge- 
schwindigkeitskonstanten mitgeteilt, welche sich unter Annahme des 
monomolekularen Verlaufs ergeben. Es mége gleich erwihnt sein, daB 
diese Konstanten in einer Reihe von Fallen, zum Teil ziemlich er- 
heblich, fallen, ohne da8B die Berechnung nach einem anderen Reaktions- 
typ befriedigendere Werte ergeben hatte. Immerhin scheint es, daB hier 
der Typ der monomolekularen Reaktion nur bedingt gilt und daB 
wohl noch ein zweiter Faktor mitspricht, tiber den sich vorlaufig nichts 
aussagen laBt. 

Zunachst wurde in Bestatigung alter Befunde die Schadigung der 
Blutkatalase durch Quarzlicht gezeigt. Kaninchenblut: 0,02 cem in 
50 ccm Wasser aufgeschwemmt; ein Teil 30 Minuten stehengelassen, 
ein zweiter der Strahlung der Quarzlampe in 10cm Abstand wahrend 
30 Minuten ausgesetzt. Es ergabén sich folgende Konstanten. 





3 Minuten unbestrahit 3 Minuten belichtet 


Nach 6 Minuten Yach 9 Minuten 
15 
20 


n 


“ 


Wie in friiheren Abhandlungen gezeigt worden ist, ist die Wirkung 
des Lichtes auf Fermente abhingig von der Verdiinnung der bestrahlten 
Lésung. Ein entsprechender Versuch fiir Katalase wurde so angestellt, 
daB einmal 0,02 ccm Blut in 100 ccm Wasser, das andere Mal in 10 cem 
Wasser aufgenommen wurden. Von diesen Verdiinnungen, welche 
bestrahit und unbestrahlt untersucht wurden, wurde eine dem gleichen 
Blutquantum entsprechende Menge, von der gréBeren Verdiinnung 
also 10ccm, von der geringeren Verdiinnung Ilccm auf die gleiche 
Menge H,0,-Lésung einwirken gelassen. Bestrahlung und sonstige 
Behandlung wie im vorigen Versuch. 
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30 Minuten unbestrahit 3) Minuten bestrahit 


a) 0,02cem Blut aufgenommen in 100ccm Wasser. 10 ccm zum Versuch 


Nach 5 Minuten. ..... 0,1512 || Nach 6 Minuten ..... 0,0023 

a ee a 0,1216 » ats. ea Gite om 0.0015 

_ = << ea. ohn 0,1128 » 20 i), ee epee 0.0014 
b) 0,02 cem Blut in 10cem Wasser: 1 cem zum Versuch. 

Nach 6 Minuten. ..... 0,1060 Nach 6'/, Minuten ... . 0,0232 

» & os: Tks Fie oN 0,0929 . ‘ “Se eee 

~~ ee pce aig ie 0,0896 _ 20 . sw we 0,020) 


Abgesehen davon, daB die unbelichtete, etwas starker verdiinnte 
Katalase stairker zu spalten scheint, ergibt sich auch fiir die Blut- 
katalase eine Bestiatigung der Tatsache, daB verdiinnte Lésungen einer 
Inaktivierung bzw. Schwachung durch das Licht in erheblich héherem 
MaBe unterliegen als konzentriertere. 

Ferner war zu untersuchen, ob die Reaktion einen EinfluB auf die 
Schadigung ausiibt. Es ist hier zu bemerken, daB die Angaben iiber 
das Optimum der Katalasewirkung nicht ganz einheitlich sind; im 
ganzen scheint aber Einverstindnis dariiber zu herrschen, daB beim 
Neutralpunkt ungefaihr die Wirkung der Katalase optimal ist. Die 
Versuche wurden mit Phosphatpuffern angestellt, und zwar wurden 
statt 50ccem Wasser, in welche das Blut hineingeblasen wurde, 
Mischungen aus 45ccm Wasser + 5ccm m/3 Phosphat gewihlt, so 
daB die ganze Lésung m/30 an Phosphat war. Im iibrigen erfolgte 
weitere Behandlung in gleicher Weise, Bestrahlung ebenfalls wie in 
vorigen Versuchen angegeben. Die verwendeten p,, waren 6,24, 
6,81, 7,35. 





—. 


Pu = 6,24 , Pu = 6,81 Pu 7,35 


‘ 30 Minuten bestrahlt. 

Nach 6 Minuten 0,0375 Nach 6 Minuten 0,0307 Nach 7 Minuten 0,0469 
s BB 0.0390 , 13 2 00315 ., 12 a 0,0478 
a ‘s 0.0368 , 19 i 0,0297 ae 2 0,0473 

30 Minuten unbestrahlt. 

Nach 6 Minuten 0,1422) Nach 5 Minuten 0,1643 Nech 7 Minuten 0,1405 
a> oc ‘ 0.14066 =, «12 = 0.1364, ., 14 x 0,1314 

16 01415 , 18 ‘ 0.1376 , 20 d 0,1363 


” n 


Das Optimum liegt augenscheinlich bei p,, 6,81, wenn auch der 
Abfall nach beiden Seiten nicht sehr erheblich ist. Bei 6,81 ist auch 
die Wirkung der Katalase durch Licht am stirksten geschidigt, was 
auch den Erfahrungen bei den iibrigen Fermenten entspricht. Nach 
den bisher gewonnenen Ergebnissen scheint es, daB man aus dem 
Py, bei welchem die Strahlenschidigung am gréBten ist, direkt auf die 
optimale Wirksamkeit des Ferments schlieBen kann, da8 man hier 
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also gewissermaBen eine Methodik in der Hand hat, das Optimum der 
Fermentwirkung zu kontrollieren. 

Wie aus einer Reihe von Versuchen [vgl. besonders Rona und 
Damboviceanu, |. c. (8)] bekannt ist, wirken Salze schidigend auf die 
Katalasewirkung; insbesondere kommt dem Chlorion in dieser Be- 
ziehung erhebliche Wirksamkeit zu. Bei anderen Fermenten hatte 
sich ergeben, daB bei Salzzusatz die durch die Belichtung erzielte 
Schadigung geringer ist, und zwar wurde dies auf eine Vergréberung und 
darauf begriindete schwerere BeeinfluBbarkeit der kolloiden Ferment- 
teilchen durch das Licht zuriickgefiihrt. Auch nachstehender Versuch, 
der mit Menschenblut angestellt worden ist, zeigt, daB ein solcher, zum 
mindesten relativer Lichtschutz, durch Salz auch fiir die Katalase 
besteht. Es wurden 0,02 ccm Blut einerseits in 60 com Wasser, anderer- 
seits in 50cem Wasser + 10cem einer Iproz. NaCl-Lésung auf- 
genommen. Von jeder Probe wurde die Hilfte 10 Minuten belichtet, 
die andere die gleiche Zeit unbelichtet stehengelassen. Behandlung 
im tibrigen wie bei den vorigen Versuchen. 





0,02 cem Blut in 60 com H,O 0,02 ccm a tet + 10 com 


10 Minuten bestrahlt. 
Nach 6 Minuten 0,0322 Nach 7 Minuten 
a » 13 
22 — 
Unbestrahlt. 
Nach 4 Minuten 0,1269 | Nach 6 
, 2 » Id), 
» Y » 20 


” 


Aus diesem Beispiel erhellt auBer der starken Abschwachung der 
Fermentwirkung durch den Salzzusatz deutlich ein relativer Schutz 
gegeniiber der Einwirkung der Strahlung, so daB bei den Kochsalz- 
proben ungefihr 50 Proz. der Wirkung nach Bestrahlung erhalten bleibt, 
waihrend ohne diesen Zusatz ungefaihr 75 Proz. vernichtet werden. 
Die Wirksamkeit des Salzzusatzes ist also auch hier deutlich, obgleich 
durch das schidigende Halogenion die Verhiltnisse zweifellos ver- 
wickelter werden. 

Das gilt auch fiir die Versuche mit Kaliumjodid. Wie friiher (9) 
gezeigt worden ist, wirkt Jod in statu nascendi, das durch Bestrahlung 
aus zugesetztem Jodkali frei gemacht wird, schidigend bis vernichtend 
auf die Wirksamkeit der Malzdiastase, wihrend sowohl bei anderen 
Diastasen, ahnlich wie auch beim Pankreatin (10), sich eine erheblich 
kompliziertere Beeinflussung ergibt, augenscheinlich eine Resultante 
aus der schidigenden Wirkung des freigesetzten Jods und der 
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schiitzenden des Salzes. Die Dinge stellen sich sehr ahnlich beim Zusatz 
von Jodalkali zu Blutkatalaselésungen dar. Der hier mitgeteilte Ver. 
such ist in genau gleicher Weise wie der vorher beschriebene angeste||t. 
Blut ebenfalls von Menschen, 0,02 ccm einmal gemischt mit 60 ccm 
Wasser, das andere Mal mit 50 ccm Wasser + 10 ccm einer 1 proz. 
K J-Lésung, Belichtung 10 Minuten mit der stets angewandten Quarz. 
lampe. 





: om : De . 
0,02 ccm Blut in 60 com H,O 0,02 com wT eees Kidbeste + 10 ccm 


10 Minuten bestrahlt. 


Nach 5 Minuten. ..... 0,0247 Nach 5 Minuten. ..... 0,0193 
ae i | re ee ae 0,0261 « =a le Sel ee 0,0198 
PO EE a als eee Rees SR OS Nodes at 0,0155 

Unbestrahlt. 

Nach 6 Minuten...... 0,0858 | Nach 5 Minuten. ..... 0,0713 
“ie (ogee erara age” gate apse aaa Ss 0.0591 
» 20 ae 0,0795 . eo. atta aa a 0,0388 


Der relative Lichtschutz ist hier nicht so deutlich wie bei den 
Versuchen mit Kochsalz, was augenscheinlich daran liegt, daB mehrere 
Dinge zusammentreffen, die Wirkung des Salzes als solche, die Wirkung 
des Halogens mit ihrer Schadigung der Katalase und endlich die Wirkung 
des freigesetzten Jods. Immerhin ist ein gewisser Schutz besonders 
nach 20 Minuten Bestrahlung deutlich. 

DaB Jod im statu nascendi, wenn die genannten komplizierenden 
Wirkungen fortfallen, eine starke Schaidigung ausiibt, ergeben Versuche 
mit dem Alival (CH,J.CHOH.CH,OH), das im Licht Jod ab- 
spaltet. Es wurde die Blutmischung mit und ohne Zusatz von 1 ccm 
Alival, bestrahlt und unbestrahlt, gepriift. Belichtung 15 Minuten. 





0,02 =m Blut in Sen Wasser i 0,02 com Blut in 49 com Wasser + 1 com Alival 
Bestrahlt. 

Nach 7 Minuten. ..... 0,0212 || Nach 5 Minuten. .... 0,0059 
a ae ee ee 0,0205 a a> Slee caver 0.0057 

> ime ary of ee 0,0192 | a a te eae 0,0046 

Unbestrahlt. 

Nach 5 Minuten. .... 0,1349 | Nach 5 Minuten..... 0,1474 
» 4 a. 6 ek oe 0,1286 | an ag ete 0,1107 

_ “ee eet Le alga ty 0,1305 | » 2 ‘a +. + « « 01057 


Es ist zu bemerken, daB das Alival auch im Dunkeln eine gewisse 
Schidigung ausiibt. Trotzdem ist die Schidigung im Lichte auBer- 
ordentlich stirker ausgeprigt und drei- bis viermal so groB wie dic 
ohne Jodzusatz. 
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Unter Zusatz von Phosphatpuffern ist die Wirkung des Alivals 
bzw. des in Freiheit gesetzten Jods zuriickgedringt, was augenscheinlich 
als reine Salzwirkung aufzufassen ist. 





0,02 com Blut + 45 ccm H,O + 5 ccm 0,02 com Blut + 45 com Wasser + 5 com 
m3 Phosphat p,, = 681 + 1 ccm Alival m/3 Phosphat py = 7,35 + 1 com Alival 


15 Minuten bestrahlt. 


Nach 5 Minuten. ..... 0,0331 || Nach 7 Minuten ..... 0,0212 

y al el toe ee oe es ae 0,0215 

he) ea a a 0.0363 | ° 20 ey, ea 0.0202 
Unbestrahlt. 

Nach 5 Minuten. ..... 0,1279 | Nach 7 Minuten ..... 0,1277 

, 13 Se ee 0,1265 . a i Pa ee 0,1211 

20 a echidna? He 0,1258 » 2 aes ere 0,1125 


Aus den mitgeteilten Ergebnissen folgt, daB die Blutkatalase, in 
dem ungereinigten Zustande, in welchem sie zum Versuch kam, den 
gleichen Gesetzen gehorcht, wie sie von Pincussen und seinen Mit- 
arbeitern bereits fiir andere Fermente aufgestellt worden sind. Die 
Wirkung der Strahlung ist um so intensiver, je verdiinnter die Lésung 
ist, sie ist am stairksten im Punkte der optimalen Fermentwirkung; 
durch Salzzusatz zur Fermentlésung findet eine relative Minderung 
der Strahlenwirkung statt, infolge einer Vergréberung der fiir ¢las Licht 
empfinglichen Kolloidteilchen. Durch im Licht abgespaltenes Jod 
wird die Fermentwirkung abgeschwicht; bei im UberschuB vor- 
handenem Salz kommt diese Schidigung jedoch nicht zur vollen Aus- 
wirkung. 
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Uber Verinderungen des Fermentgehaltes des Blutes. 
Von 
Ludwig Pincussen. 


Il. Mitteilung: 
Die BeeinfluGbarkeit der Katalase. 


Von 
Franz Seligsohn. 


(Aus der biochemischen Abteilung des staédtischen Krankenhauses am Urban, 


Berlin.) 
(Eingegangen am 8. Dezember 1925.) 


Durch gelegentliche Befunde iiber Verinderungen im Katalase- 
gehalt des Blutes bei Erregungszustiinden des vegetativen Nerven- 
systems wurde ich dazu gefiihrt, die Abhingigkeit der Katalasemenge 
von Pharmacis, deren Einflu8 auf das vegetative System bekannt ist, 
einer naheren Priifung zu unterziehen. Es ergab sich hier eine gewisse 
Parallele zu der ersten Arbeit dieser Serie, in welcher der BeeinfluBbar- 
keit der Nuclease und der Lipase durch Adrenalin und Pilocarpin 
nachgegangen wurde (1). Freilich liegen die Verhiltnisse beziiglich 
der Katalase bisher noch besonders kompliziert in der Hinsicht, da8 
diese sich zwar einerseits im Blute, ferner in verschiedenen Organen 
findet, andererseits aber irgendwelche Beziehungen zwischen dem 
Fermentgehalt bzw. der Fermentproduktion der Organe und dem des 
Blutes bisher noch nicht aufgedeckt worden sind. Wahrend man z. B. 
bei der Lipase, besonders auch auf Grundlage der eben genannten 
Arbeit annehmen muB, da8 sie zum mindesten teilweise aus der inneren 
Sekretion der Organe stammt, ist die Katalase des Blutes nach allem, 
was bisher bekannt geworden ist, nur an die Formelemente des Blutes, 
in erster Linie an die roten Blutkérperchen gebunden und nur von 
ihnen, sowohl ihrer Zahl wie ihrer Zusammensetzung nach, abhangig. 
DaB zwei spaltende Einfliisse unter gewissen Umstinden zusammen- 
kommen, ein an das Geriist der Kérperchen gebundenes Ferment und 
ein Katalysator, der dem Blutfarbstoff sehr nahe steht, ist des ferneren 
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bekannt. Da letzterer aber seine Wirkung nur bei solchen Reaktionen 
n einigermaBen wesentlichem Umfange ausiibt, die fiir biologische 
Fille und auch fiir die angewandte Versuchsanordnung nicht in 
Betracht kommen, darf er, ohne einen Fehler zu begehen, vernach- 
lassigt werden. 


Die von mir angewandte Methodik ist in der Arbeit: Fermente 
und Licht, VIII, (2) genau geschildert, so daB darauf verwiesen werden 
kann. Es soll aber nochmals hervorgehoben werden, daB bei dem auBer- 
ordentlich schnellen Abklingen der Katalasewirkung im Blute ein sehr 
schnelles Arbeiten notwendig ist, und da8 vor allen Dingen die Zeiten 
zwischen Entnahme, Einbringen des Blutes in Wasser, Mischung mit 
der Wasserstoffsuperoxydlésung genau innegehalten werden miissen. 
Die erhaltenen Werte sind auch in dieser Arbeit sogleich nach der 
monomolekularen Reaktion berechnet und in den nachfolgenden 
Tabellen direkt die Geschwindigkeitskonstanten angegeben. 


Als Versuchstiere dienten fast ausschlieBlich Kaninchen: ganz 
wenig Versuche sind am Menschen angestellt. Generell mu8 zuerst 
betont werden, daB zwischen den einzelnen Tieren erhebliche individuelle 
Unterschiede bestehen, und daB die unter Einwirkung der betreffenden 
Pharmaca erzielten Ausschlige unter sonst ganz gleichen Bedingungen 
ganz erheblich wechselten, ob es sich um junge kraftige, oder altere, 
besonders wiederholt gebrauchte Tiere handelte. Resultate, die bei 
frischen Tieren ganz einwandfrei erschienen, wurden unter Umstanden 
bei gebrauchten Tieren in das Gegenteil verkehrt. Es diente daher 
zur Regel, nur frische, kriaftige Tiere zu benutzen und nach jedem 
Versuch mindestens eine Woche verstreichen zu lassen, bis mit dem- 
selben Tiere ein neuer Versuch angestellt wurde. Diese Erfahrung . 
zeigt uns, wie lange ein solcher Eingriff noch nachwirken kann, ohne 
daB auBerlich oder im sonstigen Verhalten sich irgend etwas Besonderes 
gezeigt hitte. Wir haben hier gewissermaBen Analoga zu Resistenz- 
erhéhungen, wie sie ja z. B. beim Morphin ganz geliaufig sind, die aber 
doch viel weitere Kreise zu ziehen scheinen, als man gewéhnlich an- 
zunehmen geneigt ist. 


Die ersten Versuche beschaftigten sich mit dem EinfluB der auch 
in der ersten Mitteilung gepriiften sympathischen bzw. parasympa- 
thischen Pharmaca, des Adrenalins und des Pilocarpins. Sie wurden 
in den tiblichen Lésungen von | : 1000 bzw. 1: 100 angewandt und den 
Tieren subkutan injiziert. Zur Anwendung gelangten 0,5 bzw. 1,0 ccm. 
Die Versuche wurden so angestellt, daB zunichst in einem Tropfen 
Blut die Katalase bestimmt wurde und daraufhin, kurze Zeit nachher, 
die Injektion der gewihlten Menge Lésung erfolgte. 5 Minuten nach 
der Injektion wurde aus dem Ohre wiederum eine Blutprobe ent- 
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nommen; eine weitere Priifung des Katalasegehaltes erfolgte eine 
Stunde nach der Injektion. 
Die Ergebnisse waren die folgenden. 


Injektion von 0,5 cem Pilocarpin 1: 100. Versuche an zwei verschiedenen 





Tieren. 
Vor Injektion 5 Minuten nach Injektion 1 Stunde nach Injektion 
a) 10 Minuten 0,0764 6 Minuten 0,0604 7 Minuten 0,0533 


-. 00629 12 . 00514 #15 =. 0.0516 
> 00659 220 =. 00457 20 | 0,0510 


b)/| 12 , 00,0555 8 0,0589 9 . 0,054 


6 , 0904 | 6 5 ooe | 18 *° ose 


20 . 0,0579 20 bi 0,0488 20 " 0,0515 


Die Wirkung dieser Dosis besteht also in dem einen Falle in einer 
leichten Schidigung, wihrend im anderen Falle diese, besonders im 
Anfang, kaum in die Erscheinung tritt; einigermaBen deutlich ist der 
Effekt tiberhaupt nur beim ersten Versuch. In anderen Versuchen 
mit der gleichen Menge waren die Resultate ganz ahnlich, wihrend 
eine sehr deutliche Veranderung sich dann ergab, wenn statt 0,5 ccm 
lcem der Pilocarpinlésung injiziert wurde. Von den Versuchen seien 
wiederum zwei an verschiedenen Tieren angefiihrt. 





Vor Injektion 10 Minuten nach Injektion 1 Stunde nach Injektion 


@) 8 Minuten 0,0625 8 Minuten 0,0866 8 Minuten 0,0844 
13 " 0,0567 15 a 0,0816 17 i 0,0753 
20 0,0519 20 3 0,0804 20 0,0734 


b)) 8 0,0838 10 . 0,1230 | 8 . 0,1173 
16 . 0,0738 15 r 0,1058 16 . 0,1049 
20 : 0,0732 20 . 0,0991 20 0,0991 

4 


Es ergibt sich also ganz fraglos auf die Injektion der gréBeren 
Menge Pilocarpin eine erhebliche Beschleunigung der Geschwindigkeits- 
konstante, eine erheblich gréBere Spaltung, die bis 50 Proz. und mehr 
betrigt und in einer Stunde noch nicht abgeklungen ist. Wie ist diese 
stirkere Katalasewirkung zu deuten? Die bisherigen Befunde geben 
uns auf diese Frage keine Antwort. Eine Verinderung der roten 
Elemente kommt, wie Zahlungen ergeben haben, nicht in Betracht. 
Die geringe Zunahme der weifen Blutkérperchen, welche ja ebenfalls 
in gewissen Mengen Katalase fiihren, gibt ebensowenig eine Erklarung 
fiir die so erhebliche Zunahme, um so mehr, als diese Leucocytose, 
die zuerst von Horbaczewski (3) beobachtet worden ist, besonders 
zu der Zahl der roten Blutkérperchen, nur ein verhaltnismaBig geringes 
AusmaB erreicht. Vor allen Dingen ist auffallend, daB bei der halben 
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injizierten Menge Pilocarpin fast das Gegenteil beobachtet wird. 
Wenn wir also der Leucocytose, die augenscheinlich sich auf dem Wege 
iiber die Milz auswirkt, eine Rolle zuerteilen wollen, so wird erforderlich 
sein, daB wir die katalatische Wirkung nicht lediglich auf die roten 
Zellelemente des Blutes beziehen, sondern da®8 wir auch eine irgend- 
welche Stoffwechselwirkung annehmen, die sich nun auch in der Kata- 
lasemenge dokumentiert. Wie wir uns den Mechanismus zu denken 
haben, laBt sich vorlaufig nicht sagen. Wir werden aber zu der An- 
schauung gedringt, daB sich auch andere katalasehaltige Stoffe unter 
der Pilocarpinwirkung in das Blut ergieBen. 

Wenn wir nun die Wirkung des Antagonisten, des Adrenalins, 
untersuchen, so ergibt sich ebenfalls ein verschiedenes Verhalten je 
nach der Menge des eingefiihrten Quantums. Injektion von 0,5 ccm 
einer Adrenalinlésung 1: 1000 ergab wechselnde Resultate, in einigen 
Fallen eine klare Verschlechterung, in anderen eine leichte Besserung. 
Es tritt hier wie tiberhaupt die Individualitat der Tiere stark hervor, 
indem augenscheinlich die zur Auslésung eines bestimmten Effektes 
notwendigen Mengen verschieden sind. An einem besonderen Beispiel 
wird das noch spiter gezeigt werden. Nachfolgend zwei Versuche 
mit 0,5 ccm. 





Vor Injektion 5 Minuten nach Injektion 1 Stunde nach lajektion 


a) 12 Minuten 0,0634 9 Minuten 0,0659 8 Minuten 0,047] 
| 16 ” 0,065 1 17 . 0,0601 17 - 0,0374 

20 - 0,0563 20 “ 0,0566 20 " 0,0350 
b)| 8 * 0,0602 9 . 0,0619 7 ‘ 0,0697 
pe 00559 — — | he 0,0540 

20 - 0,0486 20 . 0,0524 20 - 0,0511 


Nach Injektion von 1 cem erfolgte daher dagegen regelmaBig eine 
Schidigung, die meist mehr oder weniger schnell zuriickging, die 
in anderen Fallen aber nach lingerer Zeit sich stirker ausprigte als 
kurze Zeit nach der Injektion. Von beiden Verhiltnissen hier je ein 


Beispiel. 





Vor Injektion 10 Minuten nach Injektion 1 Stunde nnch Injektion 


a) 10 Minuten 0,0798 10 Minuten 0,0606 1l Minuten 0,0614 
14 - 0,0705 15 im 0,0563 17 0,0451 
18 x 0,0639 18 m 0,0492 20 4 0,0424 

b) 10 m 0,0667 9 % 0,0505 10 - 0,0667 
16 “ 0,0633 15 we 0,0500 _ = 
20 . 0,0588 20 " 0,0462 20 ‘i 0,0626 


Auch diese Reaktion auf Adrenalin, die sich bei starkeren Dosen 
regelmaBig in einer Schidigung auswirkt, findet in den bisher bekannten 
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Tatsachen keine Erklarung. Es wire méglich, auch hier an eine Ver. 
anderung der Zahl der Zellen zu denken. Uber die weiBen Blutzellen 
besteht irgendwelche Einigkeit nicht [vgl. Trendelenburg (4)]. Was 
die roten Blutkérperchen betrifft, welche ja ganz allgemein fiir cic 
Katalasewirkung im Blute verantwortlich gemacht werden, so bestelit 
keinerlei Angabe dariiber, daB eine Abnahme in Frage kommt; ganz 
im Gegenteil soll meistens eine Zunahme auftreten [Literatur bei 4)], 
die freilich nicht die Regel ist. Es laBt sich also die Abnahme der 
spaltenden Fahigkeit aus den Formelementen des Blutes nicht erkliaren. 
Es miissen also auch hier noch gewisse Mechanismen im Spiele sein, 
die uns vorlaufig nicht niher bekannt sind. Einen Fingerzeig liefert 
vielleicht die Tatsache, daB unter subkutaner Adrenalininjektion die 
Verbrennungen im Organismus gesteigert werden, daB also gewisser- 
maBen die Katalase, welche wohl dazu dient, iiberschiissiges Wasser- 
stoffsuperoxyd zu zersetzen, bei solcher Steigerung der Verbrennungen 
nur in geringerem MaBe erforderlich ist. Diese Hypothese ist freilich 
nur auf teleologischer Grundlage aufgebaut und erklart uns noch nicht, 
auf welchem Wege die Anpassung der Katalasemenge an diese ver- 
anderten Vorgiange erfolgt. Jedenfalls scheinen sich hier Verbindungen 
zum allgemeinen Stoffwechsel hin zu ergeben. 

Auffillig ist eine Abhingigkeit des Katalasewertes im Blute von 
der Ernahrung. Wahrend die Tiere im allgemeinen mit Riiben bzw. mit 
Kartoffeln ernahrt wurden, wurde in einem Falle, bei einem Tiere, 
welches auf Adrenalin eine deutliche Abnahme der Katalasewirkung 
gegeben hatte, die Nahrung geindert und das Tier lediglich mit Hafer 
gefiittert. Nach 3 Tagen wurde l ccm Adrenalin in iiblicher Weise 
injiziert und nunmehr folgende Werte erhalten. 





Vor Injektion 10 Minuten nach Injektion 1 Stunde nach Injektion 
13 Minuten 0,0430 13 Minuten 0,0646 | 13 Minuten 0,0679 
17 , 0,0380 17 , — 0,0620 17 , ~~ 0,0620 
20 =. ~—0,0361 20 . 00617 20 «, ~—s«0,0596 


Die Reaktion ist also gerade umgekehrt wie sonst beobachtet, 
der Katalasegehalt fallt nicht ab, sondern steigt an. Das Verhiltnis 
bleibt auch so, als die Haferfiitterung noch einige Tage ausgedehnt 
wird, wenn auch nicht in gleichem AusmaB. Es ist iiberhaupt eine 
wiederholt gemachte Erfahrung, daB nach Gewéhnung an eine be- 
stimmte Kost die Verhialtnisse sich weniger auffallig gestalten als kurz 
nach Nahrungswechsel: der Organismus scheint dann einfach zu 
seinen urspriinglichen Verhiltnissen sich zuriickzufinden. Es wurde 
hier beobachtet : 
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Vor Injektion 1 Stunde nach Injektion 


11 Minuten 0,0708 10 Minuten 0,0740 
16 = 0,0704 16 “ 0,0733 
20 0,0637 20 i 0.0702 


Bekanntlich unterscheiden sich Kartoffeln bzw. Riiben und Hafer 
vor allen Dingen in ihrem Verhaltnis K : Ca, welches bei den ersteren 
verhaltnismaBig hoch, beim Hafer mit seinem gréBeren Ca-Gehalt 
niedrig ist. Man wird wohl diesem Verhiltnis eine Rolle bei der ver- 
inderten Reaktion einriumen miissen: wie die Wirkung ist, muB 
dahingestellt bleiben. Wenn auch nach den Lehren der Krausschen 
Schule das Calcium mit dem Sympathicus, also auch der Adrenalin- 
wirkung parallel zu setzen ist, so kennen wir doch genug Fille, in denen 
es antagonistisch wirkt. Es soll daher von einer Hypothese abgesehen 
werden. 

Eine Reihe weiterer Versuche beschaftigt sich mit der Frage, 
ob die Wirkung von Adrenalin durch Insulin aufgehoben wird oder ob 
eine Insulinwirkung eine Beeinflussung durch nachfolgende Injektion 
von Adrenalin erfaihrt. Die Versuchsanordnung war so, dab zunichst 
bei dem betreffenden Tiere die Katalase im Blute bestimmt wurde, 
darauf eine Injektion von Insulin erfolgte, eine Stunde spater Blut 
entnommen und anschlieBend daran sofort eine subkutane Adrenalin- 
injektion vorgenommen wurde. Die injizierte Insulinmenge betrug 
3,5 bzw. 7 Einheiten (in 0,5 bzw. 1 ccm), die Adrenalinmengen waren 
0,5 bzw. Leem 1: 1000, 

In ganz ahnlicher Art, wie das in den vorher geschilderten Ver- 
suchen sich ergab, war auch hier eine gewisse Abhangigkeit von der 
angewendeten Dosis festzustellen. Zunichst ein Doppelversuch mit je 
0.5cem der angewandten Lésung. 


a) 





Vor Injektion 


10 Minuten 0,0682 
15 . 0,0577 
20 ‘ 0,0508 


1 Stunde nach Injektion 
von 0,5 ccm Insulin 


10 Minuten 0,0677 
15 ‘ 0,0618 
20 “1 0,0551 


b) 


1 Stunde nach Injektion 
von 0,5 com Adrenalin 


10 Minuten 0,0731 
ee 0645 
2 28° ~ ~— 0.0621 





Vor Injektion 


10 Minuten 0,0552 
1 ., 00476 
2 > 00421 


1 Stunde nach Injektion 
von 0,5 com Adrenalin 


10 Minuten 0,0582 
15 2 0,0499 
20 “ 0,0424 


1 Stunde nach Injektion 
von 0,5 com Insulin 


10 Minuten 0,0625 
15 a 0,0549 
20 " 0,0505 





470 L. Pincussen : 


Es ergibt sich also der seltsame Zustand, daB von einem Antagonism us 
hier keine Rede sein kann; im Gegenteil wird sowohl durch Adrenaliy 
eine bereits durch Insulin gesetzte WirksamkeitserhGhung vermelirt 
wie durch Insulin eine durch Adrenalin erzeugte. Die Ausschlige sind 
nicht sebr groB, jedoch deutlich einsinnig gerichtet. 

Die Verhiltnisse verindern sich, wenn die angewandten Mengen 
gréBer sind, wenn 1 ccm Insulin = 7 Einheiten bzw. 1 ccm der Adrenalin. 
lésung injiziert wurden. 


a) 





Vor Injektion 


10 Minuten 0,0507 
15 fi 0,0488 
20 Pe 0,0481 


4 Stunde nach Injektion 


von | cem Insulinlésung 


10 Minuten 06,0452 
15 a 0,0411 
20 0,0417 


” 


b) 


1 Stunde nach Injektion 


von 1 com Adrenalinlésung 


10 Minuten 0,0525 
15 ih 0,0479 
20 a 0,0455 





Vor Injektion 


10 Minuten 0,0400 
aw 0,0360 
20 ‘ 0,0332 


1 Stunde nach Injektion 
von 1 com Adrenalin 


10 Minuten 0,0345 
15 - 0,0322 
20 e 0,0280 


a) 


1 Stunde nach Injektion 
von | ccm Insulin 


10 Minuten 0,0283 
15 0.0255 





Vor Injektion 


10 Minuten 0,0529 


1 Stunde nach Injektion 
von 1 ccm Insulin 


11 Minuten 0,0347 


75 Minuten nach Injektion 
von I com Adrenalin 


10 Minuten 0,0423 


age 0.0464 oo 0,0339 ee 0,0386 
Dlx 0,0322 ee 0,0293 mcs 0,0356 


b) 





Vor Injektion 


1 Stunde nach Injektion 
von I com Adrenalin 


10 Minuten 0,0434 


1 Stunde ‘nach Injektion 
von 1 cem Insulin 


10 Minuten 0,0497 





10 Minuten 0,0457 
15 0,0410 15 = 0,0356 15 ~ 0,0427 
, 0,0390 20 0,0376 20 0,0397 


20 
Das Bild, das sich aus diesen Kurven ergibt, ist zunachst das, da} 

auf Injektion von Insulin in jedem Falle die Geschwindigkeitskonstante 
herabgesetzt wurde, wihrend eine nachfolgende Injektion von Adrenalin 
diese wieder heraufsetzt, teilweise bis zu einem Werte, welcher dem vor 
der Insulininjektion entspricht. Andererseits findet auf Adrenalin 
zunichst ebenfalls eine Abnahme statt, die in dem einen Versuch auf 
Insulininjektion noch gesteigert wird, wihrend sie im anderen Versuch 
wieder kompensiert wird. Der Antagonismus Insulin-Adrenalin ist 
also bei anfanglicher Insulininjektion durchaus ausgepragt, wahrend 
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bei umgekehrter Reihenfolge die Verhaltnisse vorliufig ganz undurch- 
sichtig sind, da die Versuche sich widersprechen. Direkte Zusammen- 
hange mit den Blutzuckerwerten bestanden nicht regelmaBig, wenn 
auch grundsatzlich niedrigeren Blutzuckerwerten ein geringerer Kata- 
lasewert entsprach, nicht aber auf Adrenalininjektion die Katalase 
entsprechend dem héheren Blutzuckergehalt anstieg. Da®B Beziehungen 
bestehen, erscheint trotzdem auBerordentlich wahrscheinlich: es wird 
die Aufgabe weiterer Untersuchungen sein, die Verhiltnisse mehr zu 
klaren. 

Eine Reihe weiterer Versuche sollte Klirung tiber die wiederholt 
behandelte Frage bringen, inwieweit die Blutkatalase durch Injektionen 
von Cyankali beeinfluBt wird. DaB Zusatz von Blausiure in vitro die 
Katalase schon in geringsten Mengen schiadigt, ist aus einer Reihe von 
Arbeiten [Literatur s. bei Morgulis (5)] ausreichend belegt. Uber die 
Wirkung eingefiihrter Blausiure auf den Katalasegehalt des Blutes 
bestehen nur verhaltnismaBig wenig Arbeiten. So haben Battelli und 
Stern (6) gezeigt, daB bei akuter Blausiurevergiftung, also bei Dosen, 
welche tédlich wirkten, nach subkutaner Injektion der Katalasegehalt 
der Gewebe keine Verinderung zeigt. Spiter haben dann Duncker 
und Jodlbauer (7) an Kaninchen zeigen kénnen, daB bei oraler Gabe 
einer sofort tédlichen Menge (0,1 g pro Kilogramm Tier) der Katalase- 
gehalt des Blutes unverindert war, wihrend bei Dosen, die/ erst nach 
ungefahr einer halben Stunde tédlich wirkten, ein Absinken der Katalase. 
menge stattfand, ohne daB man daraus SchluBfolgerungen auf die 
physiologische Wirksamkeit bzw. Bedeutung ziehen kann. Ich habe 
an einer Reihe von Tieren, die entsprechend friiheren Erfahrungen nur 
in langeren Zwischenriumen gebraucht wurden, die Wirksamkeit ge- 
ringerer Mengen, die zum Teil sehr erheblich unter der tédlichen Dosis 
lagen, gepriift. Ich gebe nachfolgend die Resultate an zwei Kaninchen: 





Vor Injektion 10 Min. nach Injektion 40 Min. nach Injektion 80 Min. nach Injektion 


Injektion von 0,1 mg CNK pro kg: 
0,0470 | 10 Min. 0,0433 10 Min. 0,0567 | 10 Min. 0,0444 


00470 15 , 0042 15 , 00502 15 , 0,0403 
00436 20 ” 00411 20 ° 00469 | 20 | 0.0359 


Injektion von 0,2 mg KCN pro kg. 


0,0489 | 10 Min. 0,0389 | 10 Min. 0,0449 
0.0485 | 15, 00,0371 | 15, 0,0433 


0.0458 20 , 0,0369 | 20 , 0,0420 


Injektion von 0,36 mg pro kg Tier. 
0,0409 | 10 Min. 0,0427 | 10 Min. 0,0422 
0.0370 15 , 0.0399 15 , 0,0409 
0,0364 20 , 0.0389 2 , 0,0364 











peeeen ss’ re Satire 


472 L. Pinecussen : 





Vor Injektion 10 Min. nach Injektion 40 Min. nach Injektion 80 Min. nach Injektion 


Injektion von 0,5 mg pro kg Tier. 
12 Min. 0,0324 | 10 Min. 0,0301 | 10 Min. 0,0343 | 10 Min. 0,0407 
15 , 00332 | 15 , 00298 15 , 00330 | 15 , 0,0392 
_ > — |2 , 0,0288 | 20 , 0,0307 | 20 , 0,0324 
Injektion von 1 mg KCN pro kg Tier. 
10 Min. 0,0564 10 Min. 0,0516 | 10 Min. 0,0464 | 10 Min. 0,0407 
15. , 00526 15 , 00519 /15 . 00449115 . 0.0376 
a 0,0470 20 , 0.0476 20 =, 0.0425 20 0,0319 
Zweites Kaninchen. 
Injektion von 0,2 mg KCN pro kg Tier. 
10 Min. 0,0347 | 10 Min. 0,0500 | 10 Min. 0,0485 | 10 Min. 0,0345 
15 , 0,033 15 , 00479 15 , 0045 15 , 0.0302 
0,0269 20 , 0,0465 20 , 0.0410 20 , 0,0265 
Injektion von 0,4 mg KCN pro kg Tier, 
10 Min. 0,0559 | 10 Min. 0,0547 | 10 Min. 0,0449 | 10 Min. 0,0605 
1 , 0054415 , 00529 15 , 00433 15 , 0.0586 
20 ; 00542 | 20 > 00541 20 7 00420 20 ° 0.0520 
Injektion von 0,6 mg KCN pro kg Tier. 
10 Min. 0,0498 | 10 Min. 0,0506 | 10 Min. 0,0556 | 10 Min. 0,0489 
16 , 00474 /15 , 00494 15 , 00533 | 15 , 00,0488 
20 . 00479 | — — |2 , 00516 | 20 , 0,0459 
Injektion von 1 mg KCN pro kg Tier. 
10 Min. 0,0506 | 10 Min. 0,0381 


13 Min. 00349 15 , 0.0486 15 , 0.0362 
20 , 00379 20 > 00455 20 ° 0,0333 


Wenn man in Betracht zieht, daB gewisse Schwankungen der 
Katalasewerte auch unter sonst nicht erheblich abweichenden Be- 
dingungen stets vorhanden sind, mufs man zunichst den friiheren 
Autoren, vor allem Duncker und Jodlbauer, darin beistimmen, da 
wesentliche Schidigungen der Blutkatalase durch Cyankaliinjektionen 
bei Kaninchen nicht in Frage kommen, auch wenn, wie in unseren 
Versuchen, Dosen zur Anwendung kamen, die unter der tédlichen 
liegen. Als auffallend ist aber doch zu registrieren, daB bei einer be- 
stimmten Menge die Geschwindigkeitskonstante sich auBerordentlich 
wenig dndert, im Gegenteil bemerkenswerterweise konstant bleibt. 
Das ist besonders bei mittleren Dosen von ungefaihr 0,5 mg pro Kilo- 
gramm Kérpergewicht der Fall. Eine einigermaBen deutlichere Scha- 
digung ergab sich nur in einem Falle bei Injektion von 1 mg pro Kilo- 
gramm, ohne daB ein Ausschlag nach der anderen Seite vorausgegangen 
wire. Im iibrigen haben sich durchweg Schwankungen ergeben, welche 
sich nach verschiedenen Seiten hin auswirkten. Besonders bei In- 
jektion kleinster Dosen ergab sich, teilweise nach einer voriibergehenden 
Abnahme, eine nicht unerhebliche Erhéhung der Katalasewerte, deren 
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AusmaB von bisher nicht tibersehbaren Bedingungen abhangig zu sein 
scheint. In den meisten Fallen verlaufen die Kurven so, daB der Wert 
des Anfangs nach einer gewissen Zeit wieder erreicht wird, nachdem 
Schwankungen, besonders Erhéhung der Geschwindigkeitskonstante, 
heobachtet waren. Warum solche Verinderungen Platz greifen, libt 
sich vor der Hand auch mutmaBlich nicht angeben. Mit Sicherheit 
\iBt sich wohl sagen, daB das eingespritzte Cyanid nur zu sehr geringem 
Teil sich im Blute wiederfindet, da sonst, entsprechend der nicht un- 
betrachtlichen Menge, sehr erhebliche Hemmungen auftreten wiirden. 
Wir werden also zu der Ansicht gedringt, daB dem Cyanwasserstoff 
irgendwelche indirekte Wirkung zukommt. Auch diese Versuche 
lassen es wahrscheinlich erscheinen, daB Verbindungen mit dem Stoff- 
wechsel, vielleicht auch der inneren Sekretion, bestehen. Welcher Art 
diese Beziehungen aber sind, ist uns vorliufig noch vollstandig ver 
schlossen. 


Literatur. 


1) E. Coelho, diese Zeitschr. 161, 71, 1925. — 2) L. Pincussen und 
F. Seligsohn, ebendaselbst 168, 457, 1926. — 3) J. Horbaczewski, Sitzber. d. 
K. Akad. Wien, math.-naturw. KI]. III, 1891, 8. 105. — 4) Trendelenburg, 
Handb. d. exper. Pharm. 2, 1258. — 5) S. Morgulis, Ergebn. d. Physiol. 
23 1, 308, 1924. — 6) F. Battelli und L. Stern, Arch. d. Fisiol. 2, 471, 1905. 
7) F. Duncker und A. Jodlbauer, diese Zeitschr. 38, 253, 191). 
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. Die Beeinflussung der Katalase durch Strahlung. sch 

| Von der 

Ludwig Pineussen (Berlin). — 

a 

(Aus dem Schweizerischen Institut fiir Hochgebirgsphysiologie in Davos. dig 

(Eingegangen am 8. Dezember 1925.) Re 


In friiheren Arbeiten wurden unter der Einwirkung der Strahlung § Ka 
Resultate gewonnen, welche wahrscheinlich machten, daB diese Um 10 
setzungen im Organismus, ahnlich wie auch im Reagenzglase, wenigstens 
zum Teil auf gesteigerten Oxydationen beruhten. Ob ein oxydatiy 
wirkendes Zwischenprodukt sich hier einschiebt bzw. welches, ist bisher 
noch nicht sichergestellt, wenn auch vieles dafiir spricht, daB als solches 
das Wasserstoffsuperoxyd in Frage kommt. Nun ist als Wasserstoff- 
superoxyd zersetzendes Ferment die Katalase im Organismus auber- 
ordentlich verbreitet. In welcher Weise dieses Ferment in das Ge. 
schehen des Organismus eingreift, ist bisher vollstandig strittig. Uber 


7 diese ganze Frage sei auf die zusammenfassende Darstellung von m 

Morgulis (1) verwiesen. Ohne auf die schwebenden Fragen vorlaufig 

einzugehen, ist es auf Grund der jetzt zu schildernden Versuche immer- Ww 
hin wahrscheinlich, daB der Katalasegehalt des Blutes zum mindesten In 


i| irgendwie mit den Stoffwechselvorgingen verkniipft sein muB, und es 
spricht vieles dafiir, daB der Hauptwert der Katalase darin liegt, 
HH schadliches, tiberfliissiges Wasserstoffsuperoxyd zu entfernen. 
4 Die hier zu schildernden Versuche wurden an Kaninchen angestellt. 
Die Tiere erhielten im allgemeinen Riibennahrung, in Kontroll- 
versuchen, die in meinem hiesigen Laboratorium ausgefiihrt wurden, 
; Kartoffeln. Die Bestrahlung der Tiere erfolgte in Davos (Anfang Marz) 
einfach durch Aussetzen an das helle Tages- bzw. Sonnenlicht, waihrend 
sie in der iibrigen Zeit im Dunkeln gehalten worden waren; in den oe 
g Berliner Versuchen diente als Lichtquelle eine Quecksilberquarzlampe di 
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von 220 Volt Gleichstrom ; in den Zwischenperioden blieben die Tiere im 


ziemlich dunklen Stalle. Die Versuchsanordnung war im tbrigen die 
gleiche, wie es in der vorhergehenden zweiten Mitteilung dieser Serie 
bzw. in ,,Fermente und Licht VIII“ geschildert worden ist. Das 
Blut wurde in gewéhnlicher Weise aus der Ohrvene entnommen und 
auf eine ganz gleichmaBige Folge der Manipulationen besonderer Wert 
gelegt. Es ist selbstverstindlich, daB stets die gleiche Blutpipette 
verwendet wurde: auch die H,O,-Konzentration und das py, blieben 
gleich. Die Reaktionslésung war gemischt aus 100 ccm H,0O,-Lésung 
und 15cem m/3 Phosphat; die Temperatur des Fermentversuchs 20°. 
Zur Titration mit n/100 Permanganat wurden stets 25 ccm angewandt. 

In nachfolgenden Tabellen sind angegeben: 1. die in den ver- 
schiedenen Zeiten verbrauchten Permanganatmengen und 2. die nach 
der monomolekularen Reaktionsformel berechnete Geschwindigkeits- 
konstante. Wie bei fast allen Katalaseversuchen fallen, trotz ver- 
haltnismaBig giinstiger Wahl des Mischungsverhiltnisses, die Geschwin- 
digkeitskonstanten nicht ganz gleichmaBig aus, sondern fallen in der 
Regel leicht ab. 

Versuch I (Davos). 

Kaninchen im Dunkeln gehalten (a) und nach Belichtung von morgens 
10 Uhr bis nachmittags 4 Uhr bei hellem Wetter, zum Teil Sonne (b). 








Versuch a. Versuch b. 
Zeit Permanganat Zeit Permanganat 
k M k 
Minuten com Minuten com 
0 | 27,5 — 0 27.0 — 
6 14,1 0,1110 6 14,9 0,1002 
12 } 75 0.1030 12 84 0,0975 
20 i} 40 0.0968 20 44 0,0902 





Die Blutentnahme zur zweiten Katalasebestimmung erfolgte innerhalb 
10 Minuten nach beendeter Belichtung. 


Versuch II (Davos). 


WeiBschwarzes Kaninchen, im Dunkeln gehalten (a), nach subkutaner 
Injektion von 2ccm einer 2proz. Lésung von Erythrosin, von 10 Uhr bis 
4\ Uhr hellem Tageslicht ausgesetzt (b). 








Versuch a. Versuch b. 
Zeit Permanganat Zeit Permanganat 
k k 
Minuten com Minuten com 

0 27,6 — 0 28.5 — 

8 11.2 0,112 6 17,0 0,087 
14 69 0,099 13 9.0 0,087 
20 48 0,087 20 5,6 0,083 


Es ergibt sich also in beiden Versuchen, sowohl mit wie ohne Zusatz 
eines Sensibilisators, eine nicht erhebliche, aber doch deutliche Verringerung 
der Katalasewirkung durch die Strahlung. 

Biochemische Zeitschrift Band 168. 31 
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Diese Differenz wird noch deutlicher bei hellem Licht, besonders 
Sonnenlicht, wie Versuch III, bei dem auch eine gréBere Menge Sensibili 
sator angewendet wurde, zeigt. 


Versuch III (Davos). 


WeiBschwarzes Kaninchen, a) im Dunkeln, b) nach Injektion von 4 ccm 
Erythrosinlésung, 2proz., am Licht von 9% bis 34 Uhr, darunter Sonne 
iiber die Halfte der Zeit. 








Versuch a. Versuch b. 
Zeit || Permanganat » Zeit Permanganat k 
Minuten | com Minuten com 
0 a1 | — “Sy ae ae ee 
6 15,3 | 06,1010 6 20,0 0,0667 
12 | 9,5 | 00,0905 12 | 14,0 0,0630 
S.f-.— 0,0834 2 | 93 0,0582 


Friihere Versuche, welche einen erheblichen Einflu8 von Jodkali 
auf die Lichtwirkung im Stoffwechsel ergeben hatten, legten die Frage 
nahe, ob auch die Katalase sich entsprechend dem besonders am Stick- 
stoff beobachteten erhéhten Umsatz veriindert. Diese Stoffwechsel- 
ainderung ist, wie an friiherer Stelle (2) ausgefiihrt worden ist, ver- 
kniipft mit einer erhéhten Abspaltung von Jod durch das Licht; das 
intermediar gebildete Jod dirfte der Vermittler der erhéhten 
Oxydation sein. Die Versuche geben in diesem Falle kein eindeutiges 
Resultat. In einer Reihe von Versuchen wurde eine Veranderung der 
Katalase nach Jodkaligaben und Belichtung kaum beobachtet, wihrend 
in anderen eine deutliche Abnahme der Katalase gefunden wurde. 
Nachfolgend Versuch IV. 


Versuch IV. 


a) Unbehandeltes Kaninchen, b) nach oraler Gabe von 10 cem 2proz. Jod- 
kalilésung, von 11 bis 5 Uhr nachmittags im hellen Licht, ungefahr 
ein Viertel der Zeit Sonne. 











Versuch a. Versuch b. 
Zeit Permanganat ee Zeit | Permanganat 
. k k 
Minuten com } Mnovuten § com ! 
0 27,3 _ ee ee — 
9 9,8 0,113 6 15,3 0,101 
| 6,4 0,104 13 95 | 0078 
20 | 40 0,096 20 6,0 0,077 


Die in Berlin ausgefiihrten Versuche sind grundsitzlich den in Davos 
gemachten gleich. 
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Versuch V. 
(raues Kaninchen, a) unbestrahit, b) 12 Minuten mit Quarzlampe be- 
strahlt in 100cm Abstand. Priifung sofort nach dem Versuch. 
Versuch a. Versuch b. 





Zeit Permanganat Zeit Permanganat 
Minuten i ccm Minuten ccm 


thee | ome 0 21,6 aii 
i 15,2 0,0807 5 16,6 0,0520 
8 10,7 0,0680 10 | 13,4 0,0473 
20 i 6,2 0,0621 20 9,5 0,0410 
In weiteren Versuchen wurde die Katalasespaltung zu verschiedenen 
Zeiten nach der Bestrahlung untersucht. 


Versuch VI. 
WeiBes Kaninchen, 12 Minuten in 90cm Abstand durch Quarzlampe 
(220 Volt) bestrahlt. 








Zeit Permanganat k Zeit Permanganat 
Minuten | com Minuten com 


k 


Vor Bestrahlung. 60 Minuten nach Bestrahlung. 
0 22,6 — 0 22,6 a 
6 14,2 0,0775 9 12,4 0,0672 
13 8,6 0,0750 14 §,6 | 00687 
20 55 0,0720 20 7,4 0,0555 


25 Minuten nach Bestrahlung. 120 Minuten nach Bestrahlung. 
0 22.6 — 0 21,8 — 
7 140 0,0685 5 156 | 00,0665 
12 10,8 0,0615 12 11,2 0,0555 
20 7,0 0.0584 2 = | 7,8 0,0513 





In diesen beiden Versuchen zeigt sich also ebenfalls eine Abnahme 
der Katalase, die nach 2 Stunden nicht nur nicht abgeklungen ist, 
sondern sogar noch ein wenig verstarkt erscheint. 

Besonders starke Einwirkung ergab sich in einem Versuch, in 
welchem ein schwarzweifes Kaninchen nach Injektion von 2 ccm Jod- 
kalilésung und 2ccm einer Il proz. Eosinlésung 15 Minuten lang in 
einer Entfernung von 90cm bestrahlt wurde. Der EiniluB war hier 
sehr deutlich und nach 2 Stunden noch erheblich gesteigert. 

Versuch VII. 
Vor Bestrahlung. 10 Minuten nach Bestrahlung. 














Zeit Permanganat | Zeit 


Permangenat k 
Minuten ccm Minuten ccm 


"it bee o | 230 


17,4 | 00588 5 19,0 0,0382 

13,8 0,0520 A 14,5 0,0383 

10,6 0,0470 20 12,4 0,0310 
120 Minuten nach Bestrahlung. 

23,0 — 14 166 | 0,0234 

1i88 | 0,0252 20 14.6 0,0227 
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Hier ist also die Katalaseabnahme unter Jodkali auBerordentlich 
erheblich. Durch Eosin wird bekanntlich unter Licht die Jodabspaltung 
wesentlich gesteigert, so daB wir wohl annehmen miissen, daB das 
Wesentliche nicht der Sensibilisator ist, sondern die durch seine Zugabe 
erhéhte Abspaltung des Jods. Das hier gewonnene Bild entspricht 
den friiheren Stoffwechselversuchen besser als das in Versuch IV. 
Ob zwischen diesen Berliner und den Davoser Versuchen in bezug auf 
die Katalasemenge graduelle oder prinzipielle Unterschiede bestehen, 
muB8 vorliufig dahingestellt bleiben. 

SchlieBlich soll noch ein Versuch am Menschen kurz erwahnt werden, 
der erstmalig eine 6 Minuten dauernde Bestrahlung durch eine Quarz- 
lampe auf Brust und Riicken in je 1 m Abstand erhielt. Die berechneten 
Konstanten waren die folgenden. 


Versuch VIII. 





Vor Bestrahlung 10 Minuten nach Bestrahlung 60 Minuten nach Bestrahlung 
kip | 0,301 ko 0,1207 ae 
kys 0.1257 kis 0,1207 ky. 0,1093 
Koo | 0,1160 | 0,1133 | 0,1058 


Also auch hier ist eine Abnahme zu konstatieren. 

Alle Versuche, wenn wir von einigen Versuchen mit Jodkali ab- 
sehen — es ist aus Raumersparnis eine gréBere Reihe von Protokollen 
fortgeblieben —, ergeben eine deutliche Abnahme der Katalase nach 
Belichtung. Da die Parallelversuche an demselben Orte angestellt 
worden sind, kommen wohl] Veranderungen des Luftdrucks sicherlich 
nicht, zum mindesten nicht als einziger Faktor in Frage. Die Ab- 
nahme der Katalasewirkung erfolgt sowohl] im Tiefland wie im Héhen- 
klima, und soweit die Versuche vorliufig einen Uberblick gestatten, 
ist der Grad der Katalaseabschwichung hier und dort ungefahr der 
gleiche. Es scheint also danach, daB das Ausschlaggebende das Licht 
und die damit verkniipften Stoffwechselprozesse sind. Inwieweit das 
Héhenklima einen EinfluB hat, kann erst dann gesagt werden, wenn 
an denselben Tieren in der Tiefe und auf der Héhe vergleichende Unter- 
suchungen unter im iibrigen ganz ideutischen Bedingungen angestellt 
sind. Dies soll gelegentlich nachgeholt werden. 

Wie schon anfangs erwihnt, besteht vorliufig nicht die Absicht, 
iiber die Grundlage dieser Katalaseverinderung ein Urteil zu fiillen. 
Viale (3) hat in seinen Versuchen eine Steigerung der Katalase in der 
Héhe gefunden. Seine Erklirung dieser Erscheinung ist eine teleo- 
logische. Eine solche kénnte man, wenn auch in anderem Sinne als 
Viale, auch fiir die von mir beobachteten Erscheinungen aafiihren. 
Man kénnte sagen, daB fiir die gesteigerten Oxydationen so viel Wasser- 
stoffsuperoxyd — wenn wir dieses als den Vermittler der Oxydations- 
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tatigkeit im Licht ansehen — verbraucht wird, daB fiir die Zersetzung 
des tiberschiissig gebildeten H,O, nun eine geringere Katalasemenge 
im Blute erforderlich ist, indem von dem gebildeten H, O, verhaltnis- 
maBig nur geringe Mengen im Blute vorhanden sein diirften. Das 
ist natiirlich keine prizise Erklirung, insbesondere sagt es nichts 
dariiber aus, auf welche Weise diese Regulation der Katalasewirkung 
erfolgen kénnte. Vielleicht ist es doch ein Weg zum Verstandnis dieser 
bisher so ritselhaften Fermentwirkung. 

Anhangsweise sollen noch einige Versuche mitgeteilt werden, 
welche iiber die Wirkung des Adrenalins und des Pilocarpins in Davos 
angestellt worden sind. Wie aus der zweiten Mitteilung dieser Serie 
hervorgeht, bestand die Wirkung des Adrenalins in gréBeren Dosen in 
einer Verminderung der katalatischen Wirkung des Blutes, die des 
Pilocarpins in einer Besserung. Die in Davos an Kaninchen ausgefiihrten 
Versuche ergeben, da8 grundsatzlich die erzielte Wirkung gleichsinnig 
war. Es sei bemerkt, da®B bei diesen Versuchen die Tiere nach der 
Injektion ebenfalls im Licht gehalten wurden. 


Versuch 1X. 


Kaninchen, weiSschwarz, etwa 1500 g, a) vor Injektion, b) 1 Stunde nach 


Injektion von lcem Adrenalin 1: 1000. 
| 


Versuch a. 


Versuch b. 





Zeit 
Minuten 


0 
6 
12 
20 


Permanganat 
com 


28,4 
16,4 
10,5 

6,1 


0,092 
0,083 
0,077 





0 
6 
12 
20 


Permanganat 


com 
29,0 


17,0 
11,3 
74 


0,089 
0,078 
0,069 


Versuch X. 
Kaninchen, braunweif}, etwa 1400g, a) vor Injektion, b) '% Stunde 
nach Injektion von 1 ccm Pilocarpinlésung 1: 100. Kaninchen zeigt leichte 
Lahmungserscheinungen nach der Injektion, streckt Beine von sich, krampt- 
artige Symptome und erschwerte Atmung. Der Versuch ergibt eine deutliche 
Zunahme der Katalasewirktung. Ob sie mit diesen Symptomen, die min- 
destens zum Teil auf eine schlechte Sauerstoffversorgung hindeuten, zu 
tun hat, bleibe dahingestellt, da eine Vermehrung ja auch bei den in der 
zweiten Abhandlung geschilderten Versuchen im Tiefland beobachtet wurde, 
ohne daB ahnliche Frscheinungen auftraten. 


Versuch a. 


Versuch b. 





Zeit 
Minuten 


0 
6 
12 
20 


Permanganat 
ccm 


28,4 
142 
7.6 
28 





Zeit 


Minuten 


0 
6 
12 
20 


Permanganat 
ecm 


29,2 
12.6 
5,0 


20 
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Es ist friiher bereits darauf hingewiesen worden, daB die ver. 
schiedenen Tiere durchaus nicht gleichmaiBig reagieren. Wenn also 
in diesen Versuchen die Ausschlage z. T. geringer erscheinen als die a. a. 0. 
mitgeteilten, so ist daraus nicht ohne weiteres zu schlieBen, daB im 
Hochgebirge die Reaktionen in schwicherem MaBe ablaufen als iim 
Tiefland. Es ist immerhin abe: an die Méglichkeit zu denken; weitere 
Versuche waren erforderlich, um hieriiber Klarheit zu schaffen, am 
bestea Versuche am gleichen Tiere und bei gleicher Ernihrung im Tiefen- 
und Héhenklima. Vor allem wird auch noch zu priifen sein, ob bei 
verschiedener Nahrung Divergenzen auftreten, wie sie gegenitiber dem 
Adrenalin bei Ernihrung mit Riibenfutter einerseits, Haferfutter 
andererseits beobachtet (vgl. Mitteilung II) wurden. Sicher scheint 
zu sein, daB im Héhenklima diese Reaktionen auf sympathische bzw. 
parasympathische Pharmaca gleichsinnig wie im Tiefland verlaufen. 
Es war geplant, die Verhiiltnisse in Davos vergleichend mit denen 
in dem 900m héher gelegenen Laboratorium des Forschungsinstituts 
in Muottas Muraig! zu priifen. Leider gelang der Versuch nicht, weil 
es dort unméglich war, von den mit Adrenalin injizierten und darauf 
der Strahlung ausgesetzten Tieren Blut zu bekommen. Die additive 
Wirkung des Adrenalins und der trotz der starken Strahlung niedrigen 
Lufttemperatur — im Schatten betrug diese minus 18° — hatte die Ge- 
faBe des Ohres derartig zusammengezogen, daB auch durch tiefe Ein- 
schnitte die Gewinnung auch nur eines Tropfens Blut zur Unméglichkeit 
wurde. Die allgemeine Schidigung der Tiere war so groB, daB das 
eine noch in der oberen Station ungefaihr 2 Stunden nach der Injektion 
starb, wihrend das andere am Abend noch lebend nach Davos gebracht 
werden konnte, wo es dann in der Nacht erlag. 
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